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(54) Verfahren zur Herstellung aktivierter Sialinsauren. 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Cytidin-5'-monophospho-sialinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine Sialinsdure mit Cytidin-5'-triphosphat in Gegenwart eines 
gegebenenfalls einem Reinigungsschritt unterworfenen Zellextraktes eines naturlich vorkommenden 
Mikroorganismus mit Aktivitat an Cytidin-5'-monophospho-N-acetylneuraminsaure-Synthetase umsetzt. 
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Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung aktivierter Sialinsauren, insbesondere CMP- 
aktivierter Sialinsauren, unter Verwendung mikrobieller Zellextrakte. 

Sialinsauren spielen als wesentliche Bestandteile von Glykokonjugaten, wie Glykoproteinen und Glykoli- 
piden, eine herausragende Rolle in einer Vielzahl von biologischen Prozessen. So sind an der Zelloberf lache 

5 exponierte Sialyloligosaccharide Rezeptordeterminanten fur Viren, Mykoplasmen, pflanzliche und tierische 
Lektine, bakterielle Toxine, Interferone sowie gewisse Tumor- und Blutgruppen-spezifische Antikorper. Dar- 
Gberhinaus erfullen terminals Sialylreste oft eine maskierende Funktion fur die von ihnen terminierten 
Glykanreste, so dass die An- Oder Abwesenheit von terminalen Sialyl resten einen entscheidenden Einf luss auf 
die biologische Halbwertszeit des Glykokonjugats haben kann. Beispielsweise kann man durch enzymatischen 

w Abbau der mannosereichen N-Glykanketten von rekombinanten Hefeproteinen (z.B. rekombinantes t-PA aus 
S.cerevisiae) und Anhangen einer terminalen Galactosyl-Sialinsaure-Gruppeanderartgestutzte Proteine eine 
erheblich verlangerte Halbwertszeit erreichen. 

Es sind etwa 30 verschiedene in der Natur vorkommende Sialinsauren bekannt, von denen die N-Acetyl- 
neuraminsaure (Neu5Ac) die wichtigste darstellt. Die Biosynthese von sialylierten Glykokonjugaten erfolgt, wie 

15 eingehende Untersuchungen gezeigt haben, uber Nucleotidphosphat-aktivierte Sialinsauren, insbesondere 
Cytidin-5'-monophosphat (CMP)-aktivierte Sialinsauren, welche in Gegenwart spezif ischer Sialyltransferasen 
an die wachsende Kohlenhydratkette angehangt werden. Aus der Literatur sind zahlreiche Synthesen Nucleo- 
tidphosphat-aktivierter Sialinsauren, wie insbesondere CMP-Neu5Ac t bekannt geworden. So verwenden Vann 
et al. (J.Biol.Chem.(1987) 262, 17556-17562) und Warren et al. (ibid. (1962) 237,3527-3534) mehreren Rei- 

20 nigungsschritten unterworfene Enzympra'parationen aus E.coli beziehungswese N.meningitidis , enthaltend die 
entsprechende bakterielle CMP-Neu5Ac- Synthetase, urn CMP-Neu5Ac aus Cytidintriphoshat (CTP) und 
Neu5Ac herzustellen, wahrend neuerdings Ichikawa et al. (J.Am.Chem.Soc. (1991) 113,4698-4700) und 
Shames etal. (Glycobiology (1991) Vol. 1, No. 2, 187-191) mittels rekombinanter Gentechntkverfahren herge- 
stellte und mit AntikSrper-Affinitatschromatographie bzw. Farbstoffliganden-AffinitMtschromatographie gerei- 

25 nigte E.coli- CMP-Neu5Ac-Synthetase benutzen. Bei den gSngigeren Verfahren werden Enzympraparationen 
tierischen Ursprungs (z.B. Schwein, Pferd, Kalb, Rind, Frosch) verwendet, vgi. z.B. Higa et al. (J.Biol.Chem. 
(1985) 260, 8838-8849), Thiem et al. (Liebigs Ann.Chem. (1990), 1101- 1105), Gross et al. (Eur.J.Biochem. 
(1987) 168, 595-602), Deutsche Offenlegungsschrift Nr. 3626915, urn CTP und Neu5Ac zu CMP-Neu5Ac um- 
zusetzen. Bei weiteren aus der Literatur bekannten Verfahren werden die Edukte CTP und/oder Neu5Ac auch 

30 teilweise in situ hergestellt und in Anwesenheit von CMP-Neu5Ac -Synthetase zu CMP-Neu5Ac weiter umbe- 
setzt, so z.B. CTP aus CMP und ATP, Phosphoenolpyruvat bzw. Hefezellen, welche CMP in CTP umzuwandeln 
vermogen (vgl. Simon etal. J.Am.Chem.Soc.(1988) 110, 7159-7163, Simon etal. Methods Enzym. (1989) 179, 
275-287, Auge et al. Tetrahedron Lett. (1988) 29, 789-790, Japanische Offenlegungsschrift Nr. 2177891), und 
Neu5Ac aus N-Acetylglucosamin bzw. N-Acetytmannosamin und Pyruvat (vgl. Simon et al. (1988,1989), 

35 IOCCit). 

Den bekannten Verfahren haftet der Nachteil an, dass einerseits zur Herstellung tierischer Enzymprapa- 
rate aufwendige und kostspielige Reinigungsverfahren herangezogen werden mussen und in Zellhomogena- 
ten tierischer Gewebe die CMP-Neu5Ac-Synthetase nur in ausserst geringen Mengen vorliegt, so dass grosse 
Volumina an Biomasse aufgearbeitet werden mussen, urn das Enzym in den fur praparative Zwecke notwen- 

40 digen Mengen zu gewinnen. Daruberhinaus ist es bei Verwendung tierischer Gewebe als Enzymquelle nicht 
gewahrleistet, dass diese zu jeder Zeit in grossen Mengen mit gleichbleibend hoher Qualitat zu Verfijgung ste- 
hen und frei von viralen Kontaminationen sind, welche ihre Verwendbarkeit in Frage stellen wurden. Es besteht 
daherein Bedurfnis nach neuen Verfahren zur Herstellung von CMP-Neu5Ac-Synthetase, welche es erlauben, 
dieses Enzym in beliebiger Menge und gleichbleibend hoher Qualitat, insbesondere ohne den aus tierischen 

45 Queilen anhaftenden Nachteilen und Risiken, zu gewinnen. 

Es wurde jetzt iiberraschenderweise gefunden, dass sich aus naturiich vorkommenden Mikroorganismen 
mit Aktivitatan Cytidin-S'-monophospho-N-acetyfneuraminsaure-Synthetase (CMP-Neu5Ac-Synthetase) Zell- 
rohextrakte gewinnen lassen, die ohne weitere Reinigung oder nach lediglich einem vorgeschalteten Reini- 
gungsschritt die Umsetzung von CTP mit Neuraminsauren zu den entsprechenden CMP-aktivierten 

so Neuraminsauren katalysieren. Die erf indungsgemassen Zellextrakte sind in beliebigen Mengen verfugbar, da 
grosse Volumina an Biomasse mit gleichbleibend hoher Enzymaktivitat unter standardisierten Bedingungen 
auf einfache Weise durch Fermentation gewonnen werden konnen. 

Die Erfindung betrifft demgema'ss ein Verfahren zur Herstellung von Cytidin-5'-monophospho- 
sialinsauren, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Sialinsaure mit Cytidin-5'-triphosphat in Gegenwart ei- 

55 nes gegebenenfalls einem Reinigungsschritt unterworfenen Zellextraktes eines naturiich vorkommenden Mi- 
kroorganismus mit Aktivitat an Cytidin-5'-monophospho-N-acetylneuraminsaure-Synthetase umsetzt. 

Geeignete Sialinsauren gemass vorliegender Erfindung sind beispielsweise die bei Reuter et al. ( Procee- 
dings of the Japanese-German Symposium on Sialic Acids (1988), 98-100) genannten. Insbesondere kommen 
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diefolgenden Sialinsauren in Betracht: N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), N-Acetyl-4-O-acetylneuraminsaure 
(Neu4,5Ac2), N-Acetyl-9-O-acetylneuraminsaure ((Neu5,9Ac2), N-Acetyl-7,9-di-0-acetylneuraminsaure 
(Neu5,7,9Ac3) f N-Acetyl-8,9-di-0-acetylneuraminsaure (Neu5,8,9Ac 3 ),N-Acetyl-9-0-lactoylneuraminsaure 
(Neu4Ac9Lt), N-Acetyl-4-0-acetyl-9-0-lactoylneuraminsaure (Neu4,5Ac29Lt), N- Acetyl neuraminsaure-9- 

5 phosphat (Neu5Ac9P), N-Glycoloylneuraminsaure (Neu5Gc), N-GLycoloyl-9-O-acetylneuraminsaure 
(Neu9Ac5Gc), N-Glycoloyl-9-O-lactoylneuraminsaure (Neu5Gc9Lt), N-Glycoloylneuraminsaure-8-sulfat 
((Neu5Gc8S),ferner5-Azidoneuraminsaure, N-Acetyl-9-azido-9-deoxy-neuraminsaure und N-Acetyl-9-aceta- 
mido-9-deoxy-neuraminsSure. Hervorzuheben sind Neu4,5Ac2, Neu5,9Ac2, Neu5Gc, Neu9Ac5Gc, N-Acetyl- 
9-acetamido-9-deoxy-neuraminsaure, N-Acetyl-9-azido-9-deoxy-neuramins§ure, 5-Azidoneuramins8ure und 

10 in erster Linie NeuSAc. 

Die genannten SialinsMure-Verbindungen konnen als solche in die Reaktion eingesetzt werden oderaber 
im Reaktionsgemisch aus geeigneten Vorstufen in situ hergestellt werden. So kann beispielsweise NeuSAc in 
situ aus N-Acetylmannosamin (Man2Ac) und Pyruvat, wobei dem Reaktionsgemisch zusStzlich eine NeuSAc- 
Aldolase zugesetzt werden muss, hergestellt werden. Weiterhin kann z.B. anstelle von Neu5Ac auch N-Ace- 

15 tylglucosamin, welches mit Pyruvat in Gegenwart einer N-Acetyl-glucosamin-Epimerase und der genannten 
Aldolase uber Man2Ac in situ in Neu5Ac uberfuhrt wird, in die Reaktion eingesetzt werden. 

Cytidin-5'-triphosphat (CTP) kann gleichfalls als solches Oder in Form einer in CTP uberfuhrbaren Verbin- 
dung in die Reaktion eingesetzt werden. Geeignete Vorstufen sind beispielsweise Cytidin-5'-diphosphat (CDP) 
Oder insbesondere Cytidin-5'-monophosphat (CMP), welche mit ATP oder Phosphoenol pyruvat in Gegenwart 

20 geeigneter Enzyme in CTP uberfuhrt werden. Da die zur Ueberfuhrung von CMP bzw. CDP in CTP benotigten 
Enzyme in den erf indungsgemSss verwendeten mikrobiellen Rohextrakten bereits enthalten sind, erubrigtsich 
die Zugabe exogener Enzyme (bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren, z.B. Thiem et al., Auge et al., 
Simon et al. (1988, 1989), loc. cit) wird z.T. ebenfalls CTP in situ generiert, es werden aber kaufliche Enzyme 
eingesetzt). 

25 Erfindungsgemass verwendbare Zellextrakte von naturlich vorkommenden Mikroorganismen mit CMP- 

NeuSAc-Synthetase-Aktivitat sind insbesondere solche von Escherichia coli Serotyp K1, Spezies von 
Streptococcus Serotyp B oder C, Neisseria meningitidis , Pasteurella haemolytica , Pasteurella multacida , 
MoraxeHa nonliquefaciens, Citrobacter freundii, Salmonella- Spezies, z.B. S. dahlem , & djakarta oder S. 
trouca. Actinomyces viscosus, ferner Corynebacterium parvum (Propionibacterium acnes) . Grundsatzlich kon- 

30 nen Zellextrakte aller Mikroorganismen mit CMP-Neu5Ac-Synthetase-Aktivitat verwendet werden. Bevorzubt 
sind Zellextrakte von E.coli- Stammen dee Serotyps K1 , in erster Linie E.coli K-235 (ATCC 13027). 

Derartige naturlich vorkommende Mikroorganismen mit CMP- NeuSAc- Synthetase-Aktivitat konnen in an 
sich bekannter Weise durch Mutation, beispielsweise unter Verwendung allgemein bekannter Mutagene, wie 
UV- oder Rontgen-Strahlen bzw. mutagene Chemikalien, in Mutanten uberfuhrt werden, die sich von den Eltern 

35 durch verbesserte Eigenschaften, z.B. geringere Na^rmediumanspruche, grSssere Wachstumsraten und ins- 
besondere h6here Produktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase, unterscheiden. Derartige Mutanten k6nnen 
auch spontan auftreten. Die Identif izierung und Isolierung solcher Mutanten erfolgt ebenfalls in an sich be- 
kannter Weise: die CMP-Neu5Ac-Synthetase -Aktivitat von Kolonien derartiger Mutanten wird beispielsweise 
nach dem Zellaufschluss ermittelt, in dem man aliquote Telle des Zelluberstandes mit definierten Mengen an 

40 OTP und Neu5Ac versetzt und das gebiidete CMP-Neu5Ac chromatographisch, insbesondere mittels HPLC, 
quaiitativ oder quantitativ bestimmt. Besonders bevorzugte Mutanten sind solche von E.coli K-235 mit erhohter 
Produktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase und/oder verminderter Schleimbildung. Eine solche E.coli K- 
235/CS1 genannte, spontan auftretende Mutante wurde als Satellitenkolonie von grossflachig wachsenden, 
schleimigen E.coli K-235-Kolonien isoliert. Die neue Mutante unterscheidet sich wie folgt vom Herkunftsorga- 

45 nismus K-235: 1) Koloniemorphologie, 2) hohere Wachstumsgeschwindigkeit im Verlauf der Fermentation und 
3) hohere spezifische Aktivitat in Schuttelkultur sowie in der Fermentation, wahrend die Zellmorphologie 
(mikroskopishes Bild) sowie das Spektrum der verwertbaren Kohlenstoffquellen identisch sind. Der neue 
Stamm E.coli K-235/CS1 ist ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die Umsetzung der Sialinsauren, z.B. NeuSAc, mit CTP in Gegenwart des mikrobiellen Zellextraktes wird 

50 bevorzugt in homogener wassriger Losung in Gegenwart von etwa 1 0-50, insbesondere etwa 20-40 mM Mg 2 *, 
z.B. in Form eines entsprechenden Halogenids oder Sulfats, z.B. MgCI 2 oder MgS0 4v oder in Gegenwart von 
etwa 5-30, insbesondere etwa 10-15 mM Mn^, z.B. in Form eines entsprechenden Halogenids oder Sulfats, 
wie MnCI 2 oder MnS0 4 , durchgefuhrt. Der pH-Wert der Reaktionsmischung wird bei Anwesenheit von Mg-lo- 
nen auf etwa 8-11, bevorzugt 8-10, und bei Anwesenheit von Mn-lonen auf etwa 6-8, bevorzugt 7,5 eingestellt, 

55 wobei man zur Stabilisierung des pH-Wertes in an sich bekannter Weise in gepufferter Losung oder unter Ver- 
wendung eines pH-Staten arbeitet. Die Umsetzungstemperatur liegt etwa bei 20-35°C, bevorzugt bei etwa 25- 
30°C. Die Edukte werden bevorzugt in aquimolaren Mengen eingesetzt. 

Bei der in situ-Generierung von CTP verfahrt man in analoger Weise wie oben beschrieben, ausser dass 
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man anstelle von CTP eine aquimolare Menge an CMP (bzw. CDP) und ATP oder Phosphoenolpyruvat (PEP) 
einsetzt, wobei ATP und PEP gegebenenfalls auch im Ueberschuss, z.B. im zwei- bis dreifachen Ueberschuss, 
verwendet werden konnen. 

Die in situ-Generierung von NeuSAc aus N-Acetylmannosamin (Man2Ac) und Pyruvat wird in Gegenwart 

5 einer Neu5Ac-Aldolase durchgefuhrt. Da das pH-Optimum der Aldolase im neutralen Bereich liegt, wird bei pH 
6-8, bevorzugt pH 7-7,5 gearbeitet, weshalb die Verwendung von Mn*-Salzen bei der anschliessend ablau- 
fenden Aktivierung des entstandenen NeuSAc bevorzugt ist. Entsprechend wird bei der in situ-Generierung 
von Neu5Ac aus N-Acetylglucosamin und Pyruvat ebenfalls im neutralen Bereich gearbeitet, beispielsweise 
bei pH 6-8, bevorzugt bei pH 7-7,5, da sowohl die zuzusetzende N-Acetylglucosamin-Epimerase, welche die 

10 Ueberfuhrung des N-Acetylglucosamins in N-Acetylmannosamin katalysiert, als auch, wie oben beschrieben, 
die Neu5Ac-Aldolase ihre Wirkungsoptima im neutralen Bereich auf weisen. Somit wird auch im zuletzt genann- 
ten Fall bevorzugt in Gegenwart von Mn^-Salzen gearbeitet, urn optimale Bedingungen fur die anschliessend 
ablaufende Aktivierung des gebildeten Neu5Ac vorzugeben. 

Die Aktivierung der Sialinsauren, z.B.Neu5Ac, durch CTP mit Hilfe mikrobieller Enzyme gemass vorliegen- 

15 der Erf indung kann auch in Gegenwart einer Pyrophosphatase durchgefuhrt werden, welche das neben dem 
gewunschten Hauptprodukt, CMP-aktivierte Sialinsaure, anfallende Nebenprodukt der Reaktion, das Pyro- 
phosphat, durch Hydrolyse in zwei Aequivalente Phosphat aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt. Auf diese 
Weise kann die Gleichgewichtslage der Reaktion weiter auf die Produktseite verschoben werden, was 
insbesonders bei Anwendung der gekoppelten Enzymsysteme bestehend aus Neu5Ac-Aldolase und CMP- 

20 Neu5Ac-Synthetase bzw. aus N-Acetylglucosamin-Epimerase und oben genannter Aldolase und Synthetase 
von Vorteil ist. 

Das erf indungsgemasse Verfahren kann sowohl im Batch-Verfahren als auch kontinuierlich im Enzym- 
membranreaktor (EMR) durchgefuhrt werden. Dabei ist der Enzymmembranreaktor vorzugsweise mit einer Ul- 
traf iltrationsmembran mit einem Abscheidungsgrad Weiner als ca. 30000 ausgestattet, so dass die im Reakti- 

25 onsgemisch enthaltenen Enzyme zuruckgehalten werden, wahrend das niedermolekulare Produkt (CMP-ak- 
tivierte Sialinsaure, z.B.CMP-Neu5Ac) und nicht umgesetzte Edukte die Membran passieren und das Produkt 
aus dem Auslauf isoliert werden kann. Vorzugsweise wird der Reaktor vor Gebrauch sterilisiert, so dass auf 
den Zusatz antibakterieller Substanzen verzichtet werden kann. Die Umsetzungen erfolgen in analoger Weise 
wie oben beschrieben, wobei man aus den genannten Grunden bei der Verwendung von beispielsweise 

30 Neu5Ac als Ausgangsmaterial sowohl Mn 2 *"- als auch Mg^-Salze unter gleichzeitiger Berucksichtigung des op- 
timalen pH-Wertes anwenden kann, wahrend bei der in situ-Herstellung von NeuSAc aus N-Acetylmannosamin 
bzw. N-Acetylglucosamin bei entsprechendem pH-Wert bevorzugt Mn^-Salze in Frage kommen. Zweckma- 
ssig ist bei der kontinuierlichen Produktion von CMP-aktivierten Sialinsauren im EMR eine pH-Kontrolle am 
Auslauf (pH-Sonde) sowie eine pH-Regelung (pH-Stat) am Einlauf (Zudosieren von NaOH) eingebaut, welche 

35 das entstehende Pyrophosphat neutral isiert. Im ubrigen kdnnen die Parameter fur die Umsetzung im Enzym- 
membranreaktor so bestimmt und gewdhlt werden, wie fur die Herstellung von NeuSAc im EMR gemass Deut- 
scher Offenlegungsschrift Nr. 3937891 beschrieben. 

Das erf indungsgemasse Verfahren kann auch durch Perkolation der auf einen geeigneten pH-Wert ein- 
gestellten Losung, enthaltend die Edukte CTP und Sialinsaure, uber ein festes Trager material, an das die im 

40 mikrobiellen Rohextrakt enthaltene CMP-Neu5Ac-Synthetase immobilisiert wurde (das matrix-gebundene En- 
zympraparat ist beispielsweise durch Perkolation des mikrobiellen Rohextraktes uber CNBr-aktivierte 
Sepharose, Eupergit und dergleichen erhaltlich), durchgefuhrt werden. 

Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches und die Reinigung der erf indungsgemass hergestellten CMP- 
aktivierten Sialinsauren erfolgt mit ublichen aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren. Beispielsweise 

45 kann die Reaktionsmischung durch Filtration oder vorzugsweise Zentrifugation geklart und danach durch Ul- 
trafiltration (Membran mit Abscheidungsgrad ^30000 Dalton) das Enzym abgetrennt und restliches Produkt 
aus dem Retentat durch Diaf iltration ausgewaschen werden.Die eigentliche Aufreinigung erfolgt dann z.B. mit 
chromatographischen Methoden, z.B. Gelchromatographie (u.a. Sephadex G-25), lonenaustausch-, z.B. An- 
ionenaustauschchromatographie, Dunnschichtchromatographie, HPLC und dergleichen.Das Reinigungsver- 

50 fahren kann erheblich vereinfacht werden, wenn man die nach Abschluss der Reaktion noch im Reaktionsge- 
misch verbliebenen Cytidinnucleotide (CMP, CDP und CTP) mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. 

Zur Gewinnung des verfahrensgemass verwendeten Zellextraktes wird ein naturlich vor kom mender Mi- 
kroorganismus mit Aktivitatan Cytidin-S'-monophospho-N-acetylneuraminsaure-Synthetase, insbesondere ei- 
ner der oben genannten, in einem wassrigen Nahrmedium, das assimilierbare Kohlenstoff- und Stickstoff- 

55 Quellen sowie Mineralsalze enthalt, bei einem pH-Wert zwischen etwa 6 und 9, bevorzugt bei etwa 6,5-7, und 
bei einer Tern peratur von etwa 33-40°C, insbesondere bei etwa 37°C f kultrviert, die Zellmasse abgetrennt und 
derZellextrakt gewonnen. Die Kultivierung der genannten Mikroorganismen erfolgt aerob (z.B. im Schuttelkol- 
ben), ausser im Falle von Coryne bacterium parvum, welches nur anaerob oder bei sehr geringen Sauerstoff- 
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partialdrucken zurVermehrung befahigt ist, z.B. bei Bebrutung in hoherSchicht unter Luftabschluss ohne Ruh- 
ren. Die Fermentationszeit wird so gewahlt, dass optimale Titer bezuglich CMP-Neu5Ac-Synthetase-Aktivitat 
erreicht werden. 

Fur eine erfolgreiche Anzucht der geeigneten Mikroorganismen ist eine gute Beliiftung (ausser bei C.par- 

5 yum, s.o.), ferner auch ein stufenweises Nachdosieren ("fed batch") der Nahrstoffe wichtig. Als Kohlenstoff- 
quelle kommen insbesondere einfache organische Sauren, wie Essigsaure, Aepfelsaure, Milchsaure oder Bern- 
steinsaure, ferner Zucker, wie insbesondere Glucose Oder Sorbit, in Betracht. Geeignete Stickstoffquellen sind 
entsprechende Mineralsalze, wie Ammo niumsalze anorganischer SSuren, z.B. Ammoniumchlorid oder -sulfat 
(z.B. bei E.coli und Salmonella- Spezies), ferner auch stickstoff haltige komplexe Mischungen, wie Fleischex- 

10 trakt, Hefeextrakt, Casein hydrolysat, Maisqueilwasser, Brain Heart Infusion, Trypticase Soy Broth usw., einzeln 
oder In Kombination. Ferner enthalt das Nahrmedium eine Quelle fur Wuchsstoffe, wie Vitamine, Purine, Py- 
rimidine, AminosSuren und Spurenelemente, bevorzugt in komplexer Form (enthalten z.B. in den oben erwShn- 
ten komplexen stickstoff haltigen Mischungen). Bei einigen erfindungsgemdss verwendbaren Mikroorganis- 
men, z.B. E.coli , konnen auch Mineralsalzmedien miteinerorganischen Kohlenstoffquelle, z.B. eine der oben 

15 genannten, zur Anwendung gelangen (gegebenenfalls unter Zusatz von definierten Wuchsstoffen). Einige pa- 
thogene Mikroorganismen, wie Moraxella spec, und Pasteurella spec, benotigen zu gutem Wachstum zusStz- 
lich die Anwesenheit von HSmin oder anderer Faktoren, die in Form von Blut angeboten werden kfinnen. Es 
ist zweckmassig, die optimalen Kultivationsparameter fur den jeweiligen verwendeten Mikroorganismus in an 
sich bekannter Weise experimentell zu ermitteln. 

20 Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht hat, wird die Kultivierung abgebrochen. Die Kul- 
turbruhe wird in bekannter Weise, z.B. durch Zentrifugation, abgetrennt und die sedimentierten Zellen werden 
in ublicher Weise, z.B. durch Schuttein mitfeinen Glasperlen, Ultraschallbehandlung oder French presse, auf- 
geschlossen. Unldsliche Zellbestandteile und, falls verwendet, Glasperlen werden z.B. durch Zentrifugation 
entferntund der Ueberstand als Enzymquelle (Rohextrakt) verwendet. DerUeberstand kann als CMP-Neu5Ac- 

25 Synthetase-haltiger Rohextrakt direkt in das erf indungsgemasse Verfahren eingesetzt werden. ZweckmSssi- 
gerweise wird der Rohextrakt zur Entfernung der Nukleinsauren (viskose Losungenl) jedoch mit einem poly- 
kationischen Agenz, z.B. Poly ethyl en im in, Polyamine wie Spermidin, Streptomycin-Sulfat, ferner Ribonuclease 
oder Mn^-Salze, behandeit und die prazipitierten Nukleinsauren durch Zentrifugation entfernt 

Die Abtrennung derZelltrummer vom Zellhomogenatkann auch mittels wa&rigerZweiphasen-Systeme er- 

30 folgen. Dazu werden Polymere wie Polyethylenglycol (PEG) mit Molekulargewichten (MG) von 400 bis 20000 
oder Dextran, insbesondere aber PEG mit MG von 400 bis 4000, mit Salzen, wie Natrium- oder Kaliumcitrat, 
bzw. Natrium- oder Kaliumphosphat, und mit dem aufgeschlossenen Zellhomogenat aus Escherichia coli K- 
235 versetzt Die drei Komponenten werden in den unter angegebenen Mengen gemischt und/oder geschuttelt. 
Nach dem Abzentrifu gieren entste he n zwei Phasen: eine obere PEG-angereicherte Phase, in der sich der gr6R- 

35 te Teil des Enzyms befindet und eine untere salzreiche Phase, in dersich Zelltrummer, NucleinsSuren, Begleit- 
protein und andere feste Bestandteile anreichern. Die bevorzugten erfindungsgemdss verwendbaren Zwei- 
phasen-Systeme setzen sich wie folgt zusammen: 

- PEG (MG 1550 bis 4000) mit Anteilen von 16 bis 20 w/v; 

- Salze wie Natriumcitrat oder Kaliumphosphat in 9-12 w/v; 
40 - pH-Wert bei der Extraktion ca. 7,0 bis 8,5; 

- Extraktionstemperatur ca. 10-20°C. 

- Gegebenenfalls kann mit einem zweiten Phasensystem eine Ruckextraktion durchgefuhrt werden (bei 
Verwendung von E co[i K-235 als Zellhomogenat nicht erforderlich). Diese dient der Ruckgewinnung der 
Synthetase aus der PEG-Phase des ersten Phasensystems in die Salzphase. 

45 Die Abtrennung der Synthetase von den anderen Zellbestandteilen mittels wafcrigerZweiphasen-Systeme 

fiihrt zu der gleichzeitigen Abtrennung der Phosphatasen sowie der CTP-asen und Nucleotidasen, die sich bei 
den bisherigen Synthetase-Aufreinigungsmethoden mitunter als storend bemerkbar gemacht haben. Die 
Phosphatase- Aktivitat kann mit einem Test uberpruft werden. Dazu wird die Enzymprobe mit dem Substrat p- 
Nitrophenylphosphat (PNPP) versetzt und bei 30°C inkubiert. Wenn Phosphatasen vorhanden sind, spalten 

50 sie die Phosphatgruppe der Nitroverbindung, so dad das gelbe p-Nitrobenzol entsteht. Die Zunahme der Gelb- 
farbung wird photometrisch bei 405 nm verfolgt und ist proportional der Menge an vorhandenen Phosphatasen 
in der Probe. 

Vorzugsweise wird der Zel I rohextrakt einem Reinigungsschritt unter worfen, urn storende Bestandteile im 
Extrakt, wie z.B. CTP- und CMP-Neu5Achydrolysierende Enzyme (bei Nichtanwendung des wassrigen Zwei- 
55 phasensystems, s.o.) und Neuraminsaurealdolasen, abzutrennen. Es wurde uberraschenderweise gefunden, 
dass ein konventioneller Reinigungsschritt ausreicht, urn einen fur das erf indungsgemasse Verfahren hervor- 
ragend geeigneten Zellextrakt zu erhalten. 

Beispielsweise kann ein fur die Umsetzung von Sialinsauren,z.B. Neu5Ac, mit CTP geeignetes CMP- 
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Neu5Ac-Synthetase-Praparat erhalten werden, in dem man letzteres mit Polyethylenglykol (PEG) ausfallt, wo- 
bei das PEG vorzugsweise ein Molekulargewicht von etwa 200-20000, insbesondere 400-6000, aufweist und 
in einer Konzentration von etwa 10-50% (w/v), insbesondere 16-40% (w/v) eingesetzt wird. Alternative Reini- 
gungsschritte im Batch-Verfahren stellen beispielsweise die Anionenaustauscherchromatographie (batchwei- 

5 se Adsorption bei niedriger Salzkonzentration und Desorption bei hoherer Salzkonzentration, z.B. 200-300 mM 
NaCI), z.B. an DEAE-Sephacel, DEAE-Sepharose, Q-Sepharose, QAE-Sephadex, Mono-Q und DEAE-Biogel, 
und die hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC, Adsorption im Batch-Verfahren mit hoher Salzkonzen- 
tration, z.B. 30% Ammoniumsulfat, Desorption bei niedriger Salzkonzentration), z.B. an Phenyl-, Octyl- Oder 
Butylsepharose, ferner Butyl-, Hexyl-, Octylagarose, Alkylsuperose und Butylfraktogel usw., dar. Insbesondere 

10 durch Batch-Adsorption an Anionenaustauschern Oder hydrophoben Gelen gereinigte Rohextrakte kfinnen 
auch zur in situ- Generierung von CTP wfihrend der erfindungsgemSssen Herstellung der CMP-aktivierten Si- 
alinsauren Verwendung f inden, wobei ATP bzw. Phosphoenolpyruvat als Phosphatgruppendonatoren fur die 
zweifache Phosphorylierung von CMP zu CTP dienen. Weitere fur die einfache Reinigung des Zellrohextraktes 
geeigneteTrennmedien stellen z.B. Hydroxylapatit, die Gelfiltration, z.B. an Sephacryl, Superdex Oder Bio-Gel, 

15 die Metallchelat-Affinitatschromatographie, z.B. an Chelating Sepharose oder Chelating Superose, und die 
Chromatofokussierung dar. 

Eine besonders bevorzugte Methode der CMP-Neu5Ac-Synthetase-Auf reinigung stellt die Kombination 

- Abtrennung der Zelltrummer vom Zellhomogenat mittels wassriger Zweiphasensysteme und 

- Reinibung mittels HIC 

20 dar. Diese Synthetaseaufreinigungs- Kombination ist einfach durchzufuhren. Die wSBrigen Zweiphasen-Syste- 
me und die HIC ermdglichen auch eine problemlose MaRstabsvergroRerung bei gleichbleibender Quality. Die 
Methode fuhrt zu guten Enzymausbeuten. Das aufgereinigte Phosphatase-arme Enzym ist direkt im Enzym- 
Membran-Reaktor (EMR) einsetzbar. 

Der gegebenenfalls einem Reinigungsschritt unterworfene, CMP-Neu5Ac-Synthetase-Aktivitat aufwei- 

25 sende Zeltrohextrakt kann, falls gewunscht, zwecks Verringerung des Lfisungsvolumens einem Aufkonzent- 
rierungsschritt unterworfen werden. Solche Aufkonzentrierungsschritte beinhalten beispielsweise die Ultrafil- 
tration, ferner die Lyophilisation und die Proteinfallung mit Ammoniumsulfat mit anschliessender Aufnahme in 
einen geeigneten Puffer. 

Die verfahrensgemass verwendeten Ausgangsmaterialien, wie CMP, CTP, Sialinsauren und die gegebe- 
30 nenfalls verwendeten Enzyme (Neu5Ac- Aldolase und N-Acetylglucosamin-Epimerase) sind im Handel erhalt- 
lich oder konnen nach in der Literatur beschriebenen Verfahren in an sich bekannter Weise hergestellt werden. 

Die gemass vorliegender Erf indung erhaltlichen CMP-aktivierten Sialinsauren konnen in an sich bekann- 
ter Weise als Bausteine fur Glykokonjugate (z.B. Glykoproteine oder Glykolipide) verwendet werden. Solche 
Glykokonjugate sind insbesondere im Pharma- und Agrobereich sowie genereil fur das sogenannte "drug 
35 targeting" von Bedeutung. Hierbei dient die CMP-aktivierte Sialinsfiure, z.B. NeuSAc, als Substrat fur 
Sialyltransferasen, welche die Zuckersdure auf geeignete Akzeptoren ubertragen konnen, wie z.B. auf mit 
Endoglucosidase H behandelte und enzymatisch galaktosylierte Invertase, enzymatisch galaktosyliertes rek.- 
tPA, Ovalbumin oder chemisch modifiziertes Rinderserum-Albumin (BSA). So dient die terminale Galaktose- 
NeuSAc-Gruppierung beispielsweise als Mimic der N-Glykanketten des komplexen Typus humaner Glykokon- 
40 jugate. Die entsprechend sialylierten Derivate des rek.-tPA und des BSA weisen im Vergleich zu den entspre- 
chenden Ausgangsproteinen z. B. die mittels rekombinanter Verfahren aus transformierter Hefe erhaltlichen 
Proteine) eine verlangerte Halbwertszeit im Blutplasma auf. Gewisse CMP-aktivierte Sialinsauren, z.B. CMP- 
NeuSAc, weisen auch eine pharmakologische Wirkung auf. So unterstutzt z.B. CMP-Neu5Ac die Regenerie- 
rung von Nervenzellen. 

45 Die folgenden Beispiele dienen zur Illustration der Erf indung und sollen diese in keiner Weise einschran- 

ken. 

Beispiel 1: Optimierung der Nahrlosung 

50 a) Variation der Kohlenstoff quelle 

Als Grundlage zur Optimierung des Nahrmediums fur die Produktion der CMP-Neu5Ac-Synthetase aus 
Escherichia coli K-235 (ATCC 13027) dient die Nahrlosung nachstehender Zusammensetzung, welche von 
Uchida et al. (Agr.Biol.Chem.(1973) 37,2105-2110) fur die Gewinnung von "Colominic Acid" mit Escherichia 
55 coli entwickelte worden ist: 
Sorbit 20 g/l 

Hefeextrakt 0.5 g/l 
K 2 HP0 4 14 g/l 
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(NH 4 )2S04 5 g/l 
MgS0 4 x7H 2 0 0.5 g/l 
pH-Wert 7.8 

Dieser Nahrldsung ohne Sorbit werden in 10 verschiedenen Ansatzen 3 Kohlenstoffquellen zu 10 g/l zu- 
5 gesetzt Hierzu werden 100 ml Erlenmeyerkolben mit je 20 ml Fullstand des entsprechenden Mediums durch 
Autoklavieren bei 121 °C fur 20 min. sterilisiert und mit Zellen von Escherichia coli K-235, angezuchtet auf einem 
geeigneten festen Nahrboden, angeimpft. Die Kulturen werden aerob bei 37°C und 220 UpM in einer Schfit- 
telmaschine bebrutet. Nach 15-16 h wird der Inhalt der Schuttelkolben zentrrfugiert (20 min., 8000 x g in einer 
Kuhlzentrifuge), und die sedimentierten Zellen werden in einer Pufferlfisung mit pH-Wert 9, bestehend aus 50 
10 mM Tris/HCI, 1 mM Dithiothreitol und 20 mM MgCI 2 , suspendiert. 

Die Mikroorganismen in dieser Suspension werden durch Schutteln mitfeinen Glasperlen aufgeschlossen. 
In einem Eppendorf-ReaktionsgefSss werden 0.6 ml Suspension mit 1.2 g Glasperlen (0.1-0.3 mm Durchmes- 
ser) versetzt und dann mittels spezieller EinsStze in einer Schwingmuhle der Fa. Retsch (Haan, FRG) fur 10 
min. mit maximaler Geschwindigkeit geschuttelt. Unlfisliche Zellbestandteile und Glasperlen werden abzentri- 
15 fugiert (13000 UpM, Biofuge A, Fa. Hereus, Osterode, FRG) und der Uberstand als Enzymquelle (Rohextrakt) 
genutzt. 

Die AnsStze zur AktivitStsbestimmung beinhalten: 



1.5 M Tris/HCI Puffer, pH 9 25 ul 

0.4 M MgCI 2 25 ul 

20 0.01 M Dithiothreitol 25 ul 

0.1 M Neu5Ac 25 ul 

Deionisiertes Wasser 100 ul 

Enzymldsung 25 ul 



Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von 25 ul einer 0.1 M CTP-L6sung gestartet. Zur qualitativen Ana- 

25 lyse werden nach ca. 175 min. Inkubation bei 30°C jedem Ansatz4 \x\ Probe entnommen und dunnschichtchro- 
matographisch auf Kieselgelplatten (Typ 60 F-254, Fa. Merck, Darmstadt, FRG) aufgetrennt. Als mobile Phase 
dient eine Mischung aus Ethanoi, 95%ig, und Ammoniumacetat, 1 M, im Verhaltnis 7:3. Die Detektion erfolgt 
im UV-Licht bei 254 nm. Nach 3 stundiger Inkubation wird die enzymatische Reaktion durch Zusatz von 250 
ul kaltem Aceton abgestoppt. Die Ansatze werden 10 min. im Eisbad gekuhlt und anschliessend die Ausfallun- 

30 gen an Protein und Salzen durch Zentrifugation fur 10 min. bei 13000 UpM in einer Biofuge A abgetrennt 

Die quantitative Bestimmung des Reaktionsproduktes CMP-Neu5Ac erfolgt mittels HPLC unter Verwen- 
dung einer Amino-NuWeosilsaule als stationare Phase (250 x 4 mm, 10 urn Partikeldurchmesser, Fa. Innovativ 
Bischoff AG, Wallisellen). Das Injektionvolumen betrabt 7 ul. Eluiert wird wahrend 8 min. an einem Gradient, 
bei weichem die Kaliumphosphatkonzentration (pH 7) von 3 auf 250 mM ansteigt und die Aceton itrilkonzentra- 

35 tion von 50 auf 0 % abnimmt. Die Berechnung der CMP-Neu5Ac Konzentration erfolgt an Hand eines externen 
Standards (0.25 mM, CMP-Neu5Ac, Na-Salz; Sigma, Buchs, Schweiz) fiber die Integration der Peakflache. 

Die Enzymaktivitat wird in inter nationalen Units angegeben, wobei eine Einheit (U) einer Menge von 1 uMol 
gebildeten CMP-Neu5Ac pro Minute entspricht. Mit einer spezifischen Aktivitat von 1 mU/mg wird eine Um- 
satzrate von 1 nMol pro Minute pro mg Protein (Biorad-Proteintest, Fa. Biorad-Laboratories, Glattbrugg) be- 

40 zeichnet. 

Wie Tabelle 1 zeigt, weist der verwendete E.coli- Stamm bei Wachstum auf Sorbit die hochste 
Synthetaseaktivitat auf, so dass dieser Zuckeralkohol als Kohlenstoff quelle fur die Produktion des Enzyms ver- 
wendet wird. 

45 



50 



55 
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Tabelle 1: Variation der Kohlenstoff-Quelle zur Produktion der CMP-Neu5Ac-Synthctase 
aus Escherichia coli K-235 



5 



C-Quelle 
(10g/l) 

10 


Wachstum 


spez. AktivitSt 
(mU/mg) 


Volumenausbeutc 
(U/l) 


Sorbit 


+++ 


8.27 


1.22 


Succinat 


+ 


1.71 


0.04 


Malat 


+ 


2.04 


0.06 


15 









b) Variation der Stickstoffquelle 

20 

Im "Colominic Acid"-Produktionsmedium ohne Hefeextrakt (siehe Beispiel 1a) werden verschiedene kom- 
plexe Labor nShrstoffe und technische NShrstoffe je zu 5 g/l als Stickstoffquelle eingesetzt. Weiterhin wird o.g. 
Medium mit 5 g/l Hefeextrakt und ohne Ammoniumsulfat durch 8 stickstoff haltige Reinsubstanzen ergSnzt, wel- 
che in molaren Konzentrationen bezuglich des Stickstoffgehaltes entsprechend 5 g/l Ammoniumsulfat einge- 

25 setzt werden. Im ubrigen wird wie unter Beispiel 1a vorgegangen. 

Wie Tabelle 2 zeigt, kann mit verschiedenen komplexen und synthetischen Stickstoffquellen wie z.B. He- 
feextrakt, Pepton oder Corn steep bzw. Ammoniumsulfat, Glutamat und Asparagin eine ho he Enzym produktion 
erreicht werden. Im folgenden werden Hefeextrakt in technischer Qualitat auf Grund der hohen spezifischen 
Aktivitat und Ammoniumsulfat auf Grund der hohen Volumenausbeute fur die Produktion der Synthetase ver- 

30 wendet. 
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Tabelle 2: Variation der Stickstoff-Quelle im "Colominic Acid"-Produktionsmedium 

5 — ■ 

N-Quelle Wachstum spez. Aktivitat Volumenausbeute 

(5g/l) (O.D.660) (mU/mg) (U/l) 

a) Versuch 1: Labor- und technische N&hrstoffe, 24 h Anzucht 
10 Hefeextrakt (Fluka) +++ 12.9 

Fleischexirakt +++ n.b. 

Lab Lemco Pulver ++ 5. 14 

Pepton, trypL verdaut +++ 11.1 

15 Fischpepton FPH-30 +++ 2.76 

FischpcptonH-0100 -H-+ 10.0 

b) Versuch 2: komplexe technische Nahrstoffe, 16 h Anzucht 





ohne 


0.55 


0.0 


0.0 


9/1 


Hefeextrakt (Fluka) 


3.90 


12.21 


4.51 




Hefeextrakt, techn. 


6.28 


15.4 


4.77 




Casamino Acids 


4.13 


14.0 


4.77 


25 


Caseinhyrolysat 


5.30 


11.5 


4.03 


Cornsteep 


7.15 


14.9 


4.77 




Erdnussmehl 


5.7 


10.6 


3.17 




Fischpepton H-0230 


5.45 


8.22 


3.30 


30 


Fischpepton H-0430 


5.88 


12.3 


4.77 


Fischpepton P-100 


5.33 


12.3 


5.13 




Molkepulver, sUss 


2.05 


7.22 


1.10 




Pepton C 


6.35 


14.9 


4.77 


35 


Sojamehl, vollfett 


n.b. 


2.62 


1.10 




Sojamehl, cntfettet 


5.95 


8.423 


2.57 




c) Versuch 3: synthetische N-Quellen, 


16 h Anzucht: 








(NH 4 ) 2 S0 4 


n.b. 


16.8 


6.20 


40 


NH 4 C1 


n.b. 


14.0 


3.79 




NH 4 -Acetat 


n.b. 


12.4 


5.17 




L-Aspartat 


n.b. 


10.0 


3.10 


45 


L-Asparagin 


n.b. 


19.5 


5.79 


L-Glutamat 


n.b. 


15.3 


4.76 




L-Lysin 


n.b. 


11.0 


2.66 




L-Prolin 


n.b. 


17.8 


4.83 


50 


n.b.: nicht bestimmt 









1.84 
1.69 
0.89 
1.67 
0.37 
1.56 



55 



c) Variation der Sorbitkonzentration 

In Schuttelkulturen mit "Colominic Acid"-Produktionsmedium mit 5 g/l Hefeextrakt wird die Sorbitkonzen- 
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tration in folgenden Schritten variiert: 0, 0.5, 1.25, 2.5, 5, 7.5 10.0 und 20.0 g/l. Der Versuch wird wie unter 
Beispiel 5a beschrieben durchgefuhrt 

Bei Sorbitkonzentrationen grosser als 2.5 g/l wird eine gute Enzymproduktion erreicht, das Optimum liegt 
bei 5-10 g/l. 

5 

d) Variation der Hefeextraktkonzentration 

Schuttelkulturversuche gemass Beispiel 1a) mit"Colominic Acid H -Produktionmedium, welches 10 g/l Sorbit 
enthalt, werden mit nachstehenden Hefeextraktkonzentrationen angeselzt 0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 und 10.0 
10 g/l. 

Zwischen 1 und 10 g/l Hefeextrakt wird ein hoher Enzymgehalt im Rohextrakt gemessen, die h6chsten 
Werte liegen bei 1 und 2.5 g/l. 

e) Variation des Start-pH-Wertes 

15 

Wachstum und CM P-Neu5Ac-Synthetaseproduktion werden, wie unter a) beschrieben, in Schuttelkulturen 
mit"ColominicAcid n -Produktionsmedium untersucht, wobei der Start-pH- Wert zwischen 5.5 und 10 in Schritten 
zu 0.5 Etnheiten variiert 

Mehr als 50 % der maximalen Volumenausbeute (U/l Fermentationsbruhe) werden zwischen Start-pH 5.5 
20 und 8.5 erzielL Die Optima fur die Volumenausbeute (6.0 U/l) und die spezif ische Aktivitat (20 mU/mg) liegen 
bei pH 6.5. 

Beispiel 2: Fermentative Gewinnung der Biomasse 

25 a) Fermentation unter Nachdosierung von Sorbit und Hefeextrakt 

Zur Anzucht der Vorkulturen werden zwei 500 ml Erlenmeyerkolben mitje 100 ml der gemass Beispiel 1 
optimierten Nahrlosung mit nachstehender Zusammensetzung durch Autoklavieren fur 20 min. bei 120°C ste- 
rilisiert und mitZellen von Escherichia coli K-235 (ATCC 13027), kultiviert auf einem beeigneten festen Nahr- 
30 medium, beimpft 

Die Nahrldsung hat die folgende Zusammensetzung: 
Sorbit 10 g/l 

Hefeextrakt 2.5 g/l 
K 2 HP0 4 11 g/l 

35 (NH 4 ) 2 S0 4 2.5 g/l 
MgS0 4 x7H 2 0 1 g/l 
pH-Wert 6.5 

Die Kulturen werden 15-16 h bei 37°C und 220 UpM geschuttelt 

1 0 1 des o.g. Mediums, jedoch mit 6 g/l Sorbit, werden in einem Bioreaktor mit 1 51 Gesamtvolumen durch 
40 Erhitzen auf 121 °C fur 30 min. sterilisiert Die Schaumbekampfung und die Regulation der Konzentration des 

geldsten Sauers toffs sowie des pH-Wertes erfolgen automatisch uber die Steuereinheit des Systems. Der pH- 

Wert wird durch Zugabe von 5 N H3PO4 und 5 N NaOH und die Konzentration an gelostem Sauerstoff uber 

die Ruhrerdrehzahl einreguliert Die Betriebsparameter sind: 

Temperatur 37 °C 

45 pH-Wert 6.5 

gelost Sauerstoff konzentration 50% Sattigung 

maximale Ruhrerdrehzahl 1200 UpM 

maximale Beluftungsrate 20 Nl/min = 2.0 WM 

(WM: Volumen (Luft)/Volumen (Fermentergehalt)/min.) 
50 Der Bioreaktor wird mit 150 ml Vorkultur angeimpft und in steril entnommenen Proben von Kulturbruhe 

wird alle 30 min. die Biomasse durch Messen der optischen Dichte bei 660 nm und der Enzymgehalt durch 

Bestimmung der CM P-Neu5Ac-Synthetase- Aktivitat im Rohextrakt uber die Zeit verfolgt (siehe Beispiel 1). Bei 

einer optischen Dichte von 3.8, 10.5 und 16.8 werden jeweils 400 ml einer sterile n Losung mit 150 g/l Sorbit 

und 62.5 g/l Hefeextrakt unter aseptischen Bedingungen zugegeben. Die Biomasse wird nach Erreichen der 
55 maximalen Zelldichte durch Sedimentation in einer Durchflusszentrifuge abgetrennt und eingefroren bei -20°C 

gelagert 

Die maximal erreichte 0.D.660 betragt 20.8, entsprechend einem Feuchtmassegehalt von 45 g/l, und die 
maximale Enzymausbeute 28 U/l Fermentationsmedium, bei einer spez. Aktivitat von 17 mU/mg Protein im 
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Rohextrakt ohne Nukleinsaurefallung (vgl. Beispiel 3). 

b) Fermentation unter Nachdosierung von Sorbit, Hefeextrakt, MgSQ 4 und Ammoniak 

5 Im Vergleich mit Beispiel 2a) werden folgende Veranderungen vorgenommen: 

- MgS0 4 wird als 100-fach konzentrierte Losung getrennt von den anderen Mediumsbestandteilen auto- 
klaviert, 

- dem Medium werden 30 mg/l CaCi 2 zugesetzt, 

- die pH-Regulation erfolgt mit 12.5 % Ammoniaklosung anstelle von 5 N NaOH, 

10 - im Fermentationsverlauf werden Hefeextrakt und Sorbit in den o.g. Mengen 10 x nachgefuttert, 

- bei einer Zelldichte von O.D.660 = 50 werden 70 ml einer sterilen MgS0 4 -L8sung (100 g/l) zudosiert 
Es werden eine maximale O.D.660 von 70.3, ein Bakterienfeuchtmassege halt von 195 g/l und eine En- 

zymvolumenausbeute von 67 U/l Fermentationsbruhe erzielt. 

15 Beispiel 3: Gewinnung des Rohextraktes 

200 g Bakterienmasse (gemass Beispiel 2 gewonnen) werden mit 300 ml einer Pufferl5sung mit pH-Wert 
9, bestehend aus 50 mM Tris/HCI, mit 1 mM Dithiothreitol und 20 mM MgCI 2 resuspendiert. Die Zellen werden 
solange in einem UltraschallgerSt unter Kuhlung im Eisbad aufbeschlossen, bis uber die Zeit kelne weitere Zu- 

20 nahme der Proteinkonzentration in der Losung zu verzeichnen ist Das Zellhomogenat wird mit 20.8 ml einer 
10%igen Losung von Polyethylenimin mit einer mittleren Molekulmasse von 6x10 6 bis 1x10 8 , pH-Wert 9, ver- 
setzt, 15 min. im Eisbad unter gel egentlichem Ruhren inkubiert, und anschliessend die prazipitierten Nuklein- 
sauren und ein Grossteil der Zelltrummer durch Sedimentation fur 60 min. bei 23000 x g und 4°C in einer Kuhl- 
zentrifuge abgetrennL Zur weiteren Trubstoffentfernung wird der Rohextrakt fur 30 min. bei 40000 x g und 4°C 

25 einem zweiten Zentrifugationsschritt unterworfen. Die ProduktJosung (370 ml Gesamtvolumen) weist eine Vo- 
lu men aktivitat von 0.18 U/ml und eine spez. Aktivitat von 9 mU/mg Protein auf. Im Vergleich mit Beispiel 2 wird 
ersichtlich, dass der Zellaufschluss mit Glasperlen hdhere Synthetaseausbeuten ermoglicht als der Ultraschall- 
Aufschluss. Wie die Bestimmung der Reaktionsraten vor und nach der Polyethyleniminfallung zeigt, konnen 
die Nukleinsauren mit diesem Schritt ohne Verlust an CMP-Neu5Ac Synthetase-Aktivitat abgetrennt werden. 

30 

Beispiel 4: Fermentative Gewinnung des CMP-Neu5Ac-Synthetase-haltigen Rohextraktes aus E.coli K-235 
im 200 I Massstab 

Abgesehen von nachstehenden Aenderungen wird wie unter Beispiel 2b verfahren, wobei, wenn nicht an- 
35 ders angegeben, eine generelle MassstabsvergrSsserung urn den Faktor 20 vorgenommen wird: 

- 130 1 Medium werden in einem 3001 Fermenter sterilisiert und mit 1000 ml Vorkultur angeimpft 

- Die Beluftungsrate wird im Verlauf der Fermentation manuell dem Bedarf angepasst (0.5 - 1 WM). Die 
Feinregelung der Konzentration an geldstem Sauerstoff erfolgt durch automatische Variation der Drehzahl. 

- Nach Erreichen einer O.D.660 von 4.3 werden wahrend 14hkontinuierlich 70! einer zu vor autoklavierten 
40 konzentrierten Sorbit-/Hefeextraktlosung (159 g/l Sorbit und 66 g/l Hefeextrakt) unter sterilen Bedingungen 

zudosiert Hierbei wird die Pumpgeschwindigkeit manuell so eingestellt, dass die Ruhrerdrehzahl und so- 
mit der Sauerstoffverbrauch gerade maximal sind. 

Nach 26 h wird mit O.D.660= 40.3 die maximale Zelldichte erreicht Der Fermenterinhalt wird mittels eines 
solehaltigen Kuhlmittels auf 4°C abgekuhlt, die Zellen in einer Durchf lusszentrifuge sedimentiert und durch 2- 
45 malige Passage durch einen Hochdruck-Homogenisator aufgeschlossen. Nach dem Aufschluss betragtdie En- 
zymausbeute im Rohextrakt 8300 U mit einer spezifischen Aktivitat von 12.2 mU/mg. 

Beispiel 5: Herstellung von Enzympraparationen mit angereicherter CMP-Neu5Ac-Synthetase Aktivitat 

so a) Fallung der CMP-Neu5Ac-Synthetase mit Polyethylenglycol 

370 ml Rohextrakt (siehe Beispiel 3) werden mit 185 ml einer 50 %igen Losung (w/w, Dichte = 1.08 kg/I) 
von Polyethylenglycol mit Molekulargewicht 6000 versetzt und der Ansatz uber Nacht im Eisbad inkubiert Das 
ausbefallene Protein wird durch Zentrifugation bei 4°C und 40000 x g fur 1 h sedimentiert und das Pellet in 
55 1 00 ml Enzympuffer (= 50 mM Tris/HCI, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.5) belost Das auf diese Weise gewonnene 
Enzympraparat weist eine spezif ische Aktivitat von 40 mU/mg und eine Volume naktivitat von 0.52 U/ml auf und 
ist weitgehend CTPase frei. 
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b) Herstellung einer CMP-Neu5Ac-Synthetase-Praparation durch Batch- Adsorption an Butyl- Fraktogel TSK 

450 ml eisgekuhlter Rohextrakt werden mit 194 ml gesattigter Ammoniumsulfatlosung (= 100 %) und 600 
ml Butyl-Fraktogel TSK (Fa. Merck, Darmstadt, FRG) vermischt, welches zuvor fiber einer G3-Sinterglasfritte 

5 mit 1.8 I einer 30 %igen Ammoniumsulfatlosung in Enzympuffer (siehe Beispiel 5a)) gewaschen worden isL 
Nach 15 min. Inkubation bei 4°C unter leichtem Ruhren wird das Gel uber einer Glasfritte abgenutscht und mit 
1.2 I einer 30 %igen sowie mit 1.8 1 einer 15 %igen Ammoniumsulfatlosung in eisgekuhltem Enzympuffer ge- 
waschen. Die Elution erfolgtmit 1.8 1 eisgekuhltem Enzympuffer ohne Ammoniumsulfat Das Eluat wird durch 
Ultrafiltration bei 4°C mittels eines Tangentialfluss-Systems Typ DC-2 uber ein H1P30-43 Hohlfasermembran- 

10 Modul mit einem Abscheidegrad von 30000 Dalton (beides Fa. Grace, Division Amicon, Lausanne) auf 200 
ml aufkonzentriert. 

Die Konzentration der CMP-Neu5Ac-Synthetase im Retentat betragt 0.12 U/ml bei einer spezifischen Ak- 
tivitatvon 11 mU/mg. Die Auf konzentrierung durch Ultrafiltration veriauft ohne Verlust an Enzymaktivitat Das 
zu 43.5 % w/v mit Glycerin versetzte EnzymprSparat kann bei -20°C uber Monate ohne Aktivitatsverlust gela- 
15 bert werden. 

c) Herstellung einer CM P-Neu5Ac-Synthetase- Preparation durch Batch-Adsorption an QAE-Sephadex 

5 ml QAE-Sephadex A50 Gel werden mit 20 ml eisgekuhltem Kaliumphosphat-Puffer, 50 mM, pH 7.5, in 
20 einem FilterrShrchen mit Porositat 1 gewaschen und mit 2.9 ml Rohextrakt (siehe Beispiel 3) unter leichtem 
Ruhren fur 15 min. bei 0°C zur Adsorption des Proteins inkubiert. Nach Absaugen der Proteinldsung wird das 
Gel 5 x mit je 5 ml des o.g. Phosphatpuffers gewaschen. Die Desorption des Proteins erfolgt mit Kochsalzld- 
sungen ansteigender Konzentration (0.1, 0.13, 0.17, 0.2, 0.3 und 1 M) in genanntem Phosphatpuffer. Hierzu 
werden jeweils 12.5 ml der entsprechenden eisgekuhlten NaCI-LQsung mit dem Gel vermischt, 5 min. bei 4°C 
25 inkubiert, abgesaugt und 3 ml des Eluates uber eine 10 ml GelfiltrationssSule (Econ-Pac 10DG, Fa. Biorad, 
Glattbrugg) entsalzt Die Bestimmung der Proteinkonzentration und des Enzymgehalt ergibt, dass die 
Synthetase bei 0.2-0.3 M NaCI mit 33 % Ausbeute und einer mittleren spezif ische Aktivitat von 21 mU/mg von 
QAE-Sephadex desorbiert. 

so d) Herstellung einer CMP-Neu5Ac-Synthetase-Praparation durch Batch-Adsorption an Hydroxylapatit 

2 ml eines gemass Beispiel 3 gewonnenen Rohextraktes werden mit 10 ml Hydroxylapatit (Fa. Biorad-La- 
boratories, Glattbrugg), welches zuvor in einer Glasfritte mit 30 ml Enzympuffer gewaschen worden ist, fur 15 
min. bei 4°C unter gelegentlichem Ruhren inkubiert. Nach Absauben der Probelosung wird das Gel mit 30 ml 

35 einer 100 mmolaren Losung von Kaliumphosphat, pH-Wert 7.5, gespult. Die Desorption erfolgt mit 2 x 15 ml 
eisgekuhltem 0.2 molarem und 1 x 15 ml 0.4 molarem Kaliumphosphatpuffer mit pH 7.5. Hierzu wird das 
abgenutschte Gel jeweils mit der entsprechende PufferlSsung versetzt und nach 10 min. Inkubation bei 4°C 
erneut uber einer Glasfritte abgesaugt Die vereinigten Eluate werden mit einer Ultrafiltrationszelle Typ CEC1 
uber einer YM 30 Membran mit einem Abscheidegrad von 30000 Dalton (beides Fa. Grace, Division Amicon, 

40 Lausanne) auf 2 ml aufkonzentriert 

DieAktivitats- und Protein bestimmung im Retentat, welches uber eine Econ-Pac 10DG Gelfiltrationssaule 
ensalzt worden ist (4 ml Endvolumen), ergeben eine Volumenaktivitat von 0.062 U/ml und eine spezif ische Ak- 
tivitat von 26 mU/mg. 

45 Beispiel 6: Synthese von CMP-Neu5Ac mit gemass Beispiel 5 gewonnenen Enzympraparaten aus 
Escherichia coli K-235 

a) Variation der CTP- und der NeuSAc-Konzentration 

50 Die CTP- und die Neu5Ac- Konzentration (siehe Tabelle 3) werden in Ansatzen mit nachstehender Zusam- 
mensetzung variiert 



55 
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Tris/HCi Puffer, pH 9 0.15 M 

Dithiothreitol LOmM 

CTP und Neu5Ac, je 5-50 mM 
(beides Fa. Fluka, Buchs) 

MgCl 2 40 - 65 mM 

CMP-Neu5Ac Synthetase 20 - 200 mU/ml 

Gesamtvolumen 250 jil 



Da im Verlauf der Reaktion Mg 2 * mit Pyrophosphat als Magnesiumpyrophosphat ausfallt, wird bei Eduktkon- 
zentrationen von 30 und 50 mM das MgCI 2 zu 15 mM im Uberschuss zu den Edukten eingesetzt. Als Quelle 

15 der CMP-Neu5Ac-Synthetase dient ein gemass Beispiel 5a) durch Fallung mit Polyethylenglycol hergestelltes 
Enzympraparat mit 0.71 U/ml Volumenaktivitat und 34 mU/mg spezif ischer Aktivitat. Zum Umsatz von 1 mMol 
Edukt werden 4.7 U Synthetase eingesetzt. Nach 24 h Inkubation bei 30°C erfolgt die Aufarbeitung der Ansatze 
wie in Beispiel 1) beschrieben. Vor der Injektion auf die HPLC-Saule werden die Proben auf eine Edukt- 
Startkonzentration von 2 mM verdunnt. 

20 Wie Tabelle 3 zeigt, wird die hochste CMP-Neu5Ac-Konzentration bei einer Konzentration der Edukte von 
jeweils 20 mM erreicht. Die molaren Ausbeuten nehmen mit zunehmender Eduktkonzentration ab. Durch Mes- 
sung der Produktkonzentration im Zeitverlauf der Reaktion kann das Maximum der Ausbeute ermittelt und die 
Reaktion zum richtigen Zeitpunkt gestoppt werden. 



Tabelle 3: Synthese von CMP-Neu5Ac in AbhSngigkeit von der Konzentration der Edukte 
CTP und Neu5Ac 



30 

CTP/Neu5Ac Enzymkonz. MgCl 2 CMP-Neu5AC molare Ausbeute 
(mM) (mU/ml) (mM) (mM) (%) 



5 


24 


40 


4.8 


96 


10 


47 


40 


9.1 


91 


15 


71 


40 


12.9 


86 


20 


94 


40 


16.3 


81 


30 


141 


45 


13.6 


45 


50 


235 


65 


0.8 


1.6 



45 b) Generierung von CTP aus CMP und ATP in situ 

Die Synthese von CMP-Neu5Ac unter Generierung von CTP aus ATP und CMP wird mit 2 EnzymprSpa- 
rationen, die gemass Beispiel 5 gewonnen worden sind, untersucht (siehe Tabelle 4). Alle Edukte werden zu 
je 10 mM eingesetzt und im weiteren wird wie unter Beispiel 6a) verfahren. Parallel werden Kontrollansatze 
50 mit CTP und Neu5Ac bereitet. 

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, istdie Herstellung von CMP-Neu5Ac unter in situ-Generierung von CTP aus 
ATP und CMP mit den nach Beispiel 5b) und 5c) gewonnenen Enzymlosungen mit ca. 50 % der mit CTP er- 
zielten Ausbeute moglich. 

55 
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Tabelle 4: Synthese von CMP-Neu5Ac aus ATP, CMP und NeuSAc (je zu 10 mM) 



EnzymprSparat/ 
Beispiel 



Enzymkonz. 



(mU/ml) 



pH-Wert 



CMP-Neu5Ac aus 
ATP + CMP CTP 
(mM) (mM) 



10 



15 



Butyl-Fraktogel/ 
5b) 

Butyl-Fraktogel/ 
5b) 

QAE-Sephadex 
£c) 



28 
28 
20 



7.5 



3.03 



3.17 



3.98 



5.66 



6.27 



7.83 



20 c) Generierung von CTP aus Phosphoenolpyruvat und CMP in situ 

Entsprechend der in Beispiel 6a) beschriebenen Verfahrensweise werden Syntheseansatze mit 25 mM 
Phosphoenolpyruvat und je 10 mM CMP und NeuSAc bereitet. Die verwendeten Synthetase-Praparationen 
sind der Tabelle 5 zu entnehmen. 
25 Sowohl mit dem Produkt der Batch-Adsorption an Butyl-Fraktogel als auch mit Rohextrakt ist die Synthese 

von CMP-Neu5Ac aus Phosphoenolpyruvat, CMP und Neu5Ac mit mehr als 50 % der Ausbeute via CTP mog- 
lich. 



30 



Tabelle 5: Synthese von CMP-Neu5Ac aus Phosphoenolpyruvat, CMP und NeuSAc 
(10 mM) 



35 



40 



45 



50 



55 



EnzymprSparat/ Enzymkonz. pH-Wert CMP-Neu5Ac aus 

gemass Beispiel PEP*) + CMP CTP 

(mU/ml) (mM) (mM) 



Rohextrakt/ 
3) 

Rohextrakt/ 
3) 

Butyl-Fraktogel/ 
5b) 

Butyl/Fraktogcl/ 
5b) 



35 
35 
28 
28 



7.5 
9 

7.5 
9 



4.19 



3.87 



5.21 



7.84 



6.7 



6.89 



9.73 



9.89 



*): PEP: Phosphoenolpyruvat 
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d) Generierung von Neu5Ac aus Man2Ac unci Pyruvat in situ 

Die Synthese von CMP-Neu5Ac aus Man2Ac, Pyruvat und CTP durch die Kopplung einer Neuraminsaure- 
Aldolase mit der CMP-Neu5Ac-Synthetase-Reaktion wird in Abhangigkeit von der Eduktkonzentration unter- 

5 sucht. Da das pH-Optimum der Aldolase im neutralen Bereich liegt, wird die Reaktion bei pH 7.5 in Anwesenheit 
von MnCI 2 zur Aktivierung der Synthetase durchgefuhrt. Die Substrate Man2Ac und CTP werden in aquimo- 
larem Verhaltnis, pyruvat in zweifachem und MnCI 2 zu 5 mM im Oberschuss zu Man2Ac bzw. CTP eingesetzt. 
Als Enzyme werden verwendet eine NeuSAc-Aldolasepraparation (Fa. Toyobo, Japan) und eine durch Fallung 
mit Polyethylenglycol gemass Beispiel 5a) hergestellte Enzymlosung mit Synthetase- Aktivitat. Die Konzentra- 

10 tion der Aldolase (spezif ische Aktivitat 8 U/mg) betragt 0.5 mg und die der Synthetase 4.7 U, jeweils pro 1 mMol 
umzusetzendes Man2Ac bzw. CTP. Die Durchfuhrung des Versuchs erfolgt wie unter Beispiel 6a) beschrieben. 

Wie Tabelle 6 zeigt, steigen die Produktkonzentration und die molare Ausbeute mit der Eduktkonzentration 
auf maximal 18.4 mM bzw. 37 % an. 



Tabelie 6: Synthese von CMP-Neu5 Ac aus Man2Ac, Pyruvat und CTP unter Katalyse von 
NeuSAc-Aldolase und CMP-Neu5 Ac Synthetase 



Man2Ac/CTP 


Pyruvat 


MgCl 2 


CMP-Neu5AC 


molare Ausbeute** 


(mM) 


(mM) 


(mM) 


(mM) 


(%) 


5 


10 


10 


0.52 


10 


10 


20 


15 


2.3 


23 


15 


30 


20 


5.06 


34 


20 


40 


25 


6.62 


30 


30 


60 


35 


11.1 


37 


50 


100 


55 


18.4 


37 



35 



40 



45 



50 



55 



*): molaren Ausbeuten bezogen auf Man2Ac bzw. CTP 



e) Generierung von Neu5Ac aus N-Acetylglucosamin und Pyruvat in situ 

Bei der Synthese von CMP-Neu5Ac aus N-Acetylglucosamin, Pyruvat und CTP wird das N- Acetyl gluco- 
samin mittels einer N-Acetylglucosamin-Epimerase zu Man2Acepimerisiert. Diese Verbindung kondensiertmit 
Pyruvat unter Katalyse der im Beispiel 6d) verwendeten Neu5Ac- Aldolase zu Neu5Ac. 

Der Reaktionsansatz mit 250 uJ Geamtvolumen beinhaltet: 
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15 



Tris/HCl-Puffer 
MnCl 2 

Dithiothreitol 
CTP 

Natriumpyruvat 

N-Acetylglucosamin 

N-Acetylglucosamin-Epimerase 

(Fa. Toyobo, Japan) 

NeuSAc-Aldolase 

CMP-Neu5Ac-Synthetase 

pH-Wert 



150 mM 

55 mM 
ImM 

50 mM 
100 mM 
200 mM 
300 mU/ml 

200 mU/ml 
235 mU/ml 
7.1 



20 



25 



Als Quelle der Synthetase wird ein durch Fallung mit Polyethylenglycol gewonnenes Enzympraparat(siehe 
Beispiel 5a) verwendet. Im weiteren wird gemass Beispiel 6a) verfahren. 

Nach 20 h Inkubation bei 30°C wird mittels HPLC eine CMP-Neu5Ac-Konzentration von 5.3 mM entspre- 
chend einem Umsatz von ca. 10 %, bezogen auf CTP, bestimmt. 

f) Preparative Synthese von CMP-Neu5Ac als Reinsubstanz 

Ein Ansatz nachstehender Zusammensetzung wird fur 20 h bei 30°C in einem Wasserbad unter leichtem 
Riihren inkubiert: 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Tris/HCl, pH 9 
MgCl 2 

Dithiothreitol 

NeuSAc 

CTP 

CMP-Neu5Ac Synthetasepraparation 
gemSss Beispiel 5a) 

pH-Wert 

Gesamtvolumen 



150 mM 

40 mM 

ImM 

15 mM 

15 mM 
7.04 % v/v 

(entsprechend 0.05 U/ml 
Endkonz.) 

9, eingestellt mit verdiinnter 

NaOH 

150 ml 



Alle Schritte zur Aufarbeitung des CMP-Neu5Ac werden bei 0 - 4°C durchgefuhrt Ausfallungen werden 
durch Zentrifugation fur 20 min. bei 25000 x g abgetrennt, in 150 ml einer 1 0 mmolaren NH 3 -L6sung resuspen- 
diert und erneut abzentrifugiert. Nach Wiederholung dieses Waschschrittes wird das Protein aus den verei- 
nigten Oberstanden abgetrennt mittels Ultrafiltration uber eine YM 30 Membran (Abscheidegrenze 30000 
Dalton, Fa. Grace, Division Amicon, Lausanne) in einem CEC1-Durchflusskonzentrator des selben Herstellers. 
Bei einem Retentatvolumen von 15 ml wird dieses mit 15 ml NH 3 -L6sung ( 1 mM) verdunnt und erneut auf 15 
ml aufkonzentriert Dieser Diaf iltrationsschritt wird zweimal wiederholt. 

Das Filtrat (480 ml) wird mit einer Flussrate von 25 ml/h auf eine 5 x 25 cm Dowex 1X8-Saule (200 - 400 
mesh, Bicarbonat-Form) aufgetragen, welche zuvor mit 2 Saulenvolumen 1 mM NH 3 gespult worden ist. An- 
schliessend wird die Saule mit 11 NH 3 -L6sung (1mM) nachgewaschen. Die Elution erfolgt mit o.g. Flussrate 
an einem linearen Gradienten (2 x 51) von 0.01 - 1 M Triethylammoniumhydrogencarbonat, pH 8.4. Die CMP- 
Neu5Ac enthaltenden Fraktionen werden mittels Dunnschichtchromatographie (siehe Beispiel 1 ) identifiziert, 
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vereinigt und lyophilisiert. 

Die Abtrennung von Verunreinigungen mit CMP erfolgt mittels Gelchromatographie an Sephadex G-25 (Fa. 
Pharmacia). Hierzu werden 0.29 g des Lyophilisates in 16 ml 1 mM NH 3 -L6sung gelost und die Probelosung 
mit einer Flussrate von 70 ml/h uber die Saule (5 x 80 cm) gefdrdert, welche zuvor mit 4.5I NHrLosung (1 mM) 
5 aquilibriert worden ist. Zur Aufarbeitung des gesamten Produktes aus der Anionenaustauschchromatographie 
wird der Gelf iltrationsschritt 3 mal durchgefuhrt. Diejenigen Fraktionen, welche gemass dunnschichtchroma- 
tographischer Analyse nur CMP-Neu5Ac enthalten, werden vereinigt und gefriergetrocknet. Es werden 0.79 g 
des Ammoniumsalzes von CMP-Neu5Ac erhalten. 

10 Beispiel 7: Abtrennung der Zelltrummer mittels waRriger Zweiphasen-Systeme 

In Vorversuchen wird pH = 7,50 und T = 10°C als optimal festgestellt. Das Zellhomogenat wird mittels Mi- 
krowelle aufbetaut, darf die Temperatur von 10°C aber nicht uberschreiten. Das Zellhomogenat und die ab- 
zentrifugierten Phasensysteme werden stets im Eisbad gehalten. 
15 Das Polymer PEG mit einem Molekulargewicht von 1550 (PEG-1550) wird in verschiedenen Endkonzen- 

trationen von 16,87 - 17,61 % w/w mit Tri-Natriumcitrat x 6 H 2 0 in Endkonzentrationen zu 9,69 - 9,84 % w/w 
sowie mit dem Zellhomogenat (ZH) aus E.coli K-235 (47,65 - 46,04 % w/w Endkonzentration) zusammenge- 
mischt. Hierbei wird das Tri-Natriumcitrat x 6 H 2 0 als 40 %ige (w/v) Lfisung eingesetzt, deren pH-Wert zuvor 
mit einer 40 %igen (w/v) Zitronensaure-Ldsung auf 7,50 eingestellt worden ist. Mit deionisiertem Wasser wer- 
20 den die AnsStze auf 100 % Gesamtgewicht (= 10 - 600 g) aufgefullt und 5 min. lang manuell oder mit einem 
Schuttier geschuttelt. Anschliessend werden die Phasensysteme 20 min. bei 8000 UpM in einer Kuhlzentrifuge 
bei 4°C abzentrifugiert. 

Folgende Zusammensetzungen erweisen sich fur die Synthetase- Extra ktion als optimal: 
Zusammensetzung 1: 16,87 % w/w PEG-1550 + 9,69 w/w % Tri-Natriumcitrat x 6 H 2 Q + 47,65 w/w % ZH, 
25 Zusammensetzung 2: 1 7,61 % w/w PEG- 1 550 + 9, 84 w/w % Tri-Natriumcitrat x 6 H 2 0 + 46,04 w/w % ZH 

In die Oberphase eines 1 0 g Phasensystems mit Zusammensetzung 1 (5.4 ml, 1 ,75 mg Protein/ml) werden 
mit einer Ausbeute von 96 % 2,7 U Synthetase extrahiert, in die Oberphase eines 10 g System mit Zusam- 
mensetzung 2 (5.3 ml, 1.71 mg Protein/ml) 2,32 U entsprechend einer Ausbeute von 90 %. 

Die entstandenen zwei Phasen werden getrennt, in dem die PEG-1550 angereicherte Oberphase sauber 
30 von der Unterphase abdekantiert wird. Die Oberphase, die die CMP-Neu5Ac -Synthetase und PEG-1 550 ent- 
halt, wird fur die weitere Aufreinigung mittels Hydro phobe-lnteraktions-Chromatographie (HIC) eingesetzt. 

Zur Ermittlung der Phosphatase- Aktivitat werden folgende Stammlosungen hergestellt: das Reagenz = 10 
mM 4-Nitrophenylphosphat (PNPP, Fa. Serva) mit pH 8,0, 7 mM MgCI 2 in 100 mM Tris-HCI, pH 8,0 und 100 
mM Tris-HCI, pH 8,0. 

35 Fur die Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat werden 10 |xl der zu untersuchenden Probe mit 100 \i\ 

PNPP, 10 nl MgCI 2 und 880 u.l Tris-HCI- Puffer versetzt. Die Extinktion wird bei 401 nm direkt sowie nach 20 
min Inkubation bei 30°C gemessen. Die Bestimmung der Konzentrationen an freigesetztem 4-Nitrophenol er- 
folgt an Hand einer Standardlosung von 4-Nitrophenol. Folgende Phosphatase-Aktivitaten werden ermittelt (1 
U = 1 uMol gebildetes 4-Nitrophenol/min.): 

40 



Probe 



Zellhomogenat 

Oberphase 

Unterphase 

HIC-Fraktion/Durchlauf 
(vgl. Beispiel 8) 
HIC-Fraktion/Synthetase 
(vgl. Beispiel 8) 



Phosphatase- Aktivitat (U/ml) 



0,347-0,353 
0,04-0,09 
0,142-0,162 
0,0013 

0,003 
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Beispiel 8: Hydrophobe I nteraktions- Chromatographic 

a) Aufreinigung der Synthetase mittels Hydrophobe Interaktions- Chromatographie (HIC) (A) 

5 Probe: 3 ml Oberphase aus Beispiel 7 mit der Synthetase; Matrix: Phenyl-Sepharose CL-4B. Firma: 

Pharmacia Kapazitat: 15-20 mg HSA(Human-Serumalbumin)/m! Gel. Saule: 26 mm Durchmesserx 4 cm Hohe 
=ca. 50 ml Gelbett DurchfluBrate: 1,53 ml/min. Eluent A: 50 mM Na 2 HP0 4 + 1,8 M (NH 4 ) 2 S0 4l pH 7,0. Eluent 
B: 50 mM Na 2 HP0 4 , pH 7,0. Gradient: 0-100 % B in 2,5 h, linearer Gradient. Detektion: UV, 280 nm 

Nachdem die Saule mit mindestens drei Bettvolumina 3 M Harnstoff-Ldsung gereinigt, anschlie&end mit 

10 Wasser gespiilt und mitdem Puffer A equili brier tworden ist, werden 200 ml der synthetase-haltige Oberphase 
auf die Phenyl-Sepharose CL-4B SSule aufgetragen. Anschlie&end wird solange mit Puffer A gespult, bis alles 
ungebundene Protein von der HIC-S§ule abgespult ist Danach eluiert man mit einen linearen Gradienten von 
0 % B bis 1 00 % B mit 250 ml A und 250 ml B. Dabei wird die lonenstarke erheblich reduziert. Nach dem Gra- 
dient spult man mit Eluent B uber 30 min und anschlie&end mit Wasser, urn die Synthetase von der SSule zu 

is desorbieren. Die Elution wird mit einem UV-Monitor von der Firma Pharmacia bei 280 nm verfolgt. 14 U 
Synthetase aus 20 ml der Oberphase mit einer Protein-Konzentration von 13,58 mg/ml werden mit 98,87 % 
Wiederf indungsrate aufgereinigt 

b) Aufreinigung der Synthetase mit HIC (B) 

20 

Probe: PEG- 1 550-haltige Oberphase mit der Synthetase. Matrix: Phenyl-Sepharose CL-4B. Kapazitat: 1 5- 
20 mg HSA pro ml Gel. Saule: 26 mm Durchmesserx4 cm H6he =ca. 50 ml Gelbett. Durchf luBrate: 1 ,53 ml/min. 
Puffer A: 50 mM Na 2 HP0 4 + 1,8 M (NH 4 ) 2 S0 4 , pH 7,0. Puffer B: 50 mM Na 2 HP0 4 , pH 7,0. Gradient: 0-100 % 
B in 2,5 h, Stufengradient. Detektion: UV, 280 nm 
25 In diesem Versuch werden die Bedingungen von Beispiel 8a angewendet mit dem Unterschied, dad man 

hier mit einem Stufengradient eluiert. Die Ausbeute betragt hier etwa 85 %. 

c) Aufreinigung der Synthetase mit HIC (C) 

30 Probe: PEG- 1 550-haltige Oberphase mit der Synthetase. Matrix: Phenyl-Sepharose CL-4B. Kapazitat: 1 5- 

20 mg HSA pro ml Gel. Saule: 26 mm Durchmesserx 4 cm Hohe =ca. 50 ml Gelbett. DurchfluBrate: 1 ,53 ml/min. 
Puffer A:50 mM Na 2 HP0 4 + 1 ,8 M (NH 4 ) 2 S0 4 , pH 7,0. Puffer B: 50 mM Na 2 HP0 4 , pH 7,0. Elutionsmittel: 10 % 
v/v Ethylenglycol in Wasser. Gradient: 0-100 % B in 2,5 h, linearer Gradient. Detektion:UV, 280 nm 

In diesem Fall wird so wie im Beispiel 8a vorgegangen. Die Synthetase wird hier nicht mit Wasser, sondern 

35 mit einem Gemisch Wasser/Ethylenglycol von der hydrophoben SSule desorbiert. Die Ausbeute ist hier ver- 
gleichbar mit der von Beispiel 8a. Fur die spdteren Arbeiten wird daher das Eluieren der Synthetase allein mit 
Wasser bevorzugt. 

d) Scale up der Hydrophoben Interaktions-Chromatographie 

40 

Versuch: Aufreinigung der Synthetase mit HIC. Probe: PEG- 1 550-haltige Oberphase mit der Synthetase. 
Matrix: Phenyl-Sepharose CL-4B. Kapazitat: 1 5-20 mg HSA/ml Gel. Saule: 113 mm Durchmesserx 1 6 cm Bett- 
hohe = ca. 1,521 Liter Gelbett. Durchflu (irate: 7,72 ml/min. Puffer A: 50 mM Na 2 HP0 4 + 1,5 M (NH 4 ) 2 S0 4 , pH 
7,0. Puffer B:50 mM Na 2 HP0 4 , pH 7,0. Gradient: 0-100 % B in 8 h, linearer Gradient. Detektion: UV Absorption 
45 bei 280 nm. 

Hier wird ebenfalls wie im Beispiel 8a vorgegangen, jedoch ist die Fluftrate hdher. 140 U Synthetase aus 
200 ml der Oberphase mit einer Protein-Konzentration von 15,58 mg/ml werden mit 95 % Wiederf indungsrate 
aufgereinigt. Die Packungsqualitat der Saule wird in diesem Fall getestet und betragt 2817 N/m (Theoretische 
Bod en pro Quadratmeter). 

50 

Beispiel 9: Kontinuierliche Synthese von CMP-Neu5Ac aus CTP und Neu5Ac im Enzymmembranreaktor 

Die Synthese von CMP-Neu5Ac aus CTP und Neu5Ac kann kontinuierlich in einem Enzymmembranreak- 
tor (EMR) mit einer Ultrafiltrationsmembran mit einem Abscheidegrad kleinergleich 30000 Dalton durchgefuhrt 
55 werden, welcherdie CMP-Neu5Ac Synthetase enthalt, in den die Edukte CTP und Neu5Aceingespeist werden 
und aus dessen Auslauf CMP-Neu5Ac isoliert und aufgereinigt wird. 

Im EMR konnen die Enzyme in loslicher Form angewandt werden, da sie darin durch die Ultrafiltrations- 
membran zuruckgehalten werden, wahrend das niedermolekulare Produkt und nicht umgesetzte Edukte diese 
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ungehindert passieren. Der Reaktor wird vor Betriebsbeginn sterilisiert, so dass auf den Zusatz antibakterieller 
Substanzen verzichtet werden kann. Die das Edukt enthaltene Losung wird dem Reaktor sterilf iltriert uber ei- 
nen Mikrof ilter zugefuhrt. 

Der Zulauf hat die folgende Zusammensetzung: 
5 Tris/HCI-Puffer, pH 8 1 00 mM 
MgCi 2 15 mM 

Neu5Ac 10 mM 

CTP 10 mM 

Mit verdunnter Natronlauge wird ein pH-Wert von 8 eingestellt. Die Zulaufldsung wird im Eisbad gekuhlt be- 
to vorratet. 

Ein mit Hilfe der HIC (vgl. Beispiel 8) aufgereinigtes Synthetasepraparat wird in einer Endkonzentration 
von 1U Synthetase/ml Reaktorvolumen als Katalysator eingesetzt. 

Die folgenden Betriebsbedingungen werden wahrend des 24 stundigen Versuchs eingehalten: 
Temperatur 25 °C 

15 Reaktorvolumen 10 ml 
Verweilzeit 1 h 

Im Reaktorauslauf wird eine Konzentration von CMP-Neu5Ac von 6 mM gemessen. Das gebildete CMP- 
Neu5Ac wird, wie in Beispiel 6f beschrieben, mittels Diafiltration, Anionenaustauscherchromatographie und 
Gelchromatographie gereinigt. 

20 

Beispiel 10: Kontinuierliche Synthese von CMP-Neu5Ac aus CTP und Neu5Ac im Enzymmembranreaktor 
mit pH-Regulation 

Abgesehen von nachstehenden Aenderungen wird wie unter Beispiel 9 beschrieben verfahren: 
25 Zur Regulation des pH-Wertes im Reaktor wird ein handelsublicher ph-Stat eingesetzt Die Messung 

des Ist-Wertes erfolgt im Auslauf mittels einer Durch la ufelektrode unmittelbar h inter der Ultraf itrationsmembran 
des Reaktors. Die Korrekturlosung (IN NaOH) wird dem Zulauf direkt vor dem Sterilf ilter zugefuhrt. Beim Auf- 
bau der Apparatur werden die Totvolumina zwischen Sterilf ilter und Reaktor sowie Reaktor und pH-Durchf luss- 
elektrode moglichst klein gehalten. 
30 Im Reaktorauslauf wird eine Konzentration von CMP-Neu5Ac von 7,52 mM gemessen, was einem Umsatz 

von 75% und einer Raum-Zeit-Ausbeute von 111 g/l Reaktorvolumen/Tag entspricht Das gebildete CMP- 
Neu5Ac wird, wie in Beispiel 6f beschrieben, mittels Diafiltration, Anionenaustauscherchromatographie und 
Gelchromatographie gereinigt. 

35 Beispiel 1 1 : Selektionierung und Charakterisierung einer Mutante (CS1) von E. coli K-235 mit erhohter Pro- 
duktivitat 

a) Gewinnung der Mutante CS1 

40 Zellmasse von E. coli K-235 (ATCC 13027) wird auf handelsublichem Plate Count Agar (1.0 g/l Glucose, 

5.0 g/l Trypton, 2.5 g/l Hefeextrakt, pH-Wert ca. 7), supplementiert mit 7 g/l Agar, mittels einer Impfose zur Zell- 
vereinzelung ausgestrichen. Die Platten werden zunachstfur 24 h bei 37°C und anschliessend fur 2-4 Wochen 
bei Raumtemperatur bebrutet. Nach diesem Zeitraum beginnen die Kolonien grossf lachig auszuwachsen und 
zu verschleimen. Nicht schleimiges Zelimaterial, welches am Rand schleimiger Kolonien seitlich hervorwachst, 

45 wird abgeimpft und in ublicher Weise durch Zellvereinzelung mittels Ausstreichen in Reinkultur gebracht. 

Die Koloniemorphologie des so gewonnenen Stammes CS1 unterscheidet sich von der des Ausgangsor- 
ganismus K-235 wie folgt: 

- Nach Wachstum bei 37°C und anschliessend bei 28°C fur jeweils 24 h erscheinen die Kolonien der neuen 
Zellinie im Durchlicht leicht transparent und weisen einen unregelmassig gezackten Rand auf. Die Kolonien 

50 der Ausgangskultur hingegen sind nicht durchscheinend, etwas dicker, gelblicher und weisen einen glatten 

Rand auf. 

- bei langerer Inkubation, z. B. langer als ca. eine Woche bei 28°C, bildet die neue Kultur keine schleimigen 
Kolonien. 

55 b) Produktion der CMP-Neu5Ac Synthetase durch Stamm CS1 und E. coli K-235 im komplexen Medium so- 
wie im Mineralsalzmedium 

Zur weiteren Charakterisierung des neuen Stammes CS1 werden das Wachstum und die CMP-Neu5Ac 
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Synthetaseproduktivitat im Vergleich mit dem Ursprungsstamm in Schiittelkultur gemessen. Die Anzucht er- 
folgtim Hefeextrakt/Sorbitmedium (siehe Beispiel 2a) mit 10g/l Sorbit bzw. im nachstehenden Mineralsalzme- 
dium: 



Sorbit 10.0 g/1 

KH 2 P0 4 7.81 g/1 

(NH 4 ) 2 HP0 4 2.33 g/1 

CaCl 2 x2H 2 0 0.03 g/1 

MgS0 4 x 7 H 2 0 10.0 ml/1 
(LSsung (392 g/1)) 

Thiaminhydrochlorid- 1.0 ml/1 
L6sung (2.67 g/1) 

SpurenelementlGsung 10.0 ml/1 

Fe m -Citrat LOsung, 50.0 ml/1 
(0.75 g/1) 

pH-Wert 6.5 



Die Zusammensetzung der Spurenelementiosung ist: 
25 CoCI 2 x 6 H 2 0 0.267 g/1 
MnCI 2 x4H 2 0 1.6 g/1 
CuC! 2 x2H 2 0 0. 151 g/l 
H3BO3 0.333 g/l 

Na 2 Mo0 4 x 2 H 2 0 0.267 g/l 
30 ZnS0 4 x7H 2 0 1.093 g/l 

Sorbit, KH 2 P0 4 , (NH 4 ) 2 HP0 4 und CaCI 2 x 2 H 2 0 werden in 93 % des Endvolumens angesetzt. Nach dem 
Autoklavieren der salzhaltigen Losungen werden diese unter sterilen Bedingungen vereinigt. Die 
Thiamin!6sung wird steiilf iltriert zugegeben. Die weitere Vorgehensweise ist unter Beispiel 1a angegeben. 
Wie Tabelle 7 zeigt, wachsen beide Organismen auf dem Mineralsalzmedium wie auf dem komplexen Me- 
35 dium zu jeweils gleicher Zelldichte heran. Die Enzymaktivitat von Stamm CS1 ist in beiden Medien deutlich 
hoher als die von E. coli K-235. 
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Tabellc 7: Vergleich des Wachstums und der Enzymproduktion von Variante CS1 und R 
coli K-235 im komplexen und im Mineralsalz-Medium 



Medium 


Mikroorganismus 








E. coli K-235 




Stamm CS1 






Zelldichte 


spez. Volumen- 


Zelldichte 


spez. 


Volumen 




Akti- ausbeute 




Akti- 


ausbeute 




vitat 




vitat 




(O.D.660) 


(mU/mg) (U/l) 


(O.D.660) 


(mU/mg) 


(U/l) 


Sorbit/ 5.45 


17.3 9.48 


5.51 


26.7 


13.1 


Hefeextrakt 










Sorbit/ 3.58 


16.9 7.21 


3.56 


32.9 


12.9 


Mineralsalze 











25 

b) Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen auf das Wachstum der E. coli Stamme CS1 und K-235 und 
auf die Produktion der CMP-Neu5Ac Synthetase 

Wie in Beispiel 1 beschrieben.wird der Einfluss verschiedener C-Quellen zu 10 g/l auf das Wachstum und 
30 die CMP-Neu5Ac Synthetaseaktivitat getestet Als Grundmedium dient die gemass Beispiel 2a zur Fermenta- 
tion verwendete Nahrlosung (Hauptunterschiede zu Beispiel 1 a: 2.5 anstatt 0.5 g/l Hefeextrakt und pH 6.5 start 
7.8). 

Aus Tabelle 8 ist ersichtlicht, dass die StSmme CS1 und K-235 das gleiche Spektrum zur Verwertung von 
C-Quellen aufweisen. Insbesonders mit Sorbit und Na-Acetat werden hohe Enzymausbeuten erzielt. 

35 



40 



45 



50 



55 
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Tabelle 8: Vergleich des Wachstums und der Enzymproduktion von Stamm CS1 und 
E.coli K-235 in Anwesenheit verschiedener C-Quellen 



10 



15 



C-Quelle Mikroorganismus 

E. coli K-235 Stamm CS1 

Zelldichte spez. Volumen- Zelldichte spez. Volumen 

Akti- ausbeute Akti- ausbeute 

vitat vitat 

(O.D.660) (mU/mg) (U/l) (O.D.660) (mU/mg) (U/l) 





Xylose 


5.72 


7.0 


2.92 


6.14 


14.8 


8.61 


20 


Sorbit 


5.74 


17.7 


7.93 


5.65 


27.2 


13.5 




Na-Succinat 


2.28 


5.6 


1.82 


2.5 


8.0 


2.96 




Saccharose 


1.36 


1.5 


0.34 


1.34 


3.6 


0.87 


25 


Na-Acetat 


3.27 


23.7 


9.50 


3.59 


43.8 


16.8 




Apfelsaure 


2.7 


10.7 


3.17 


2.6 


23.0 


7.67 




Milchsaure 


3.7 


28.0 


10.6 


3.6 


38.7 


15.8 



n.b.: nicht bestimmt 

Beispiel 12: Fermentative Gewinnung der Biomasse von Zellvariante CS1 

35 Zur fermentativen Gewinnung der Biomasse von Stamm CS1 wird im wesentiichen gemass Beispiel 2 b) 
verfahren. Die Vorgehensweise wird wie folgt abgeandert: 

- Es wird ein 191 Bioreaktor mit 71 Fullstand eingesetzt. 

- Sorbit und Hefeextrakt werden in 21 Portionen zu je 140 mi nachgefuttert. Die Zusammensetzung der 
ersten 13 Portionen ist 300 g/l Sorbit, 125 g/l Hefeextrakt, 11 g/l K 2 HP0 4 , 2.5 g/l (NH 4 ) 2 S0 4 , 30 mg/l CaCI 2 . 

40 Fur die restiichen Zudosierungen werden Sorbit und Hefeextrakt in o.g. Konzentration in deionisiertem 

Wasser gelost. 

- Bei einer Zelldichte von O.D.660 = 88 wird der Fermentationsbruhe K 2 HP0 4 zu einer Endkonzentration 
von 1.5 g/l zudosiert. 

Zum Zeitpunkt der maximalen O.D.660 (= 94.0) werden ein Biofeuchtmassegehalt von 314 g/l (Trocken- 
45 masse = 50.9 g/l) und eine Enzymvolumenausbeute von 191 U/l Fermentationsbruhe bei einer spezifischen 
Aktivitat von 28.0 mU/mg erreicht. 

Der Stamm E.coli K-235/CS1 kann an Stelle des Stammes E.coli K-235 fur die Gewinnung von Zellextrak- 
ten mit Aktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase verwendet werden, welche wiederum erfindungsgemass fur die 
Herstellung von CMP-aktivierten Sialinsauren verwendet werden konnen, in Analogie zu den vorangehenden 
50 Beispielen. 



Hinterlegung von Mikroorganismen 

Der Stamm E.coli K-235/CS1 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM), 
55 Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig, am 18.6. 1992 unter der Hinterlegungsnummer DSM 7114 hin- 
terlegt. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Cytidin-5'-monophospho-sialinsauren, dadurch gekennzeichnet, dass man 
eine Sialinsaure mit Cytidin-5'-triphosphat in Gegenwart eines gegebenenfalls einem Reinigungsschritt 

5 unterworfenen Zellextraktes eines naturlich vorkommenden Mikroorganismus mit Aktivitat an Cytidin-5'- 

monophospho-N-acetylneuraminsaure-Synthetase umsetzt. 

2. Verfahren zur Herstellung einer Cytidin-5'-monophospho-(CMP)-sialinsaure gemass Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Sialinsaure ausgewahit wird aus der Gruppe N-Acetylneuraminsaure 

to (Neu5Ac), N-Acetyl-4-0-acetylneuramins§ure (Neu4,5Ac2), N-Acetyl-9-O-acetylneuraminsaure 

((Neu5,9Ac2), N-Acetyl-7,9-di-0-acetylneuraminsSure (Neu5,7,9Ac 3 ), N-Acetyl-8,9-di-0-acetylneuramin- 
saure (Neu5,8,9Ac3), N-Acetyl-9-O-lactoylneuraminsaure (Neu4Ac9Lt), N-Acetyl-4-0-acetyl-9-0-lactoyl- 
neuraminsSure (Neu4,5Ac29Lt), N-Acetylneuraminsaure-9-phosphat (Neu5Ac9P), N-Glycoloylneuramin- 
saure (Neu5Gc), N-Glycoloyl-9-O-acetylneuraminsaure (Neu9Ac5Gc), N-Glycoloyl-9-O-lactoylneuramin- 

15 saure (Neu5Gc9Lt), N-Glycoloylneuramins§ure-8-sulfat ((Neu5Gc8S), 5-Azidoneuraminsaure, N-Acetyl- 

9-azido-9-deoxy-neuramins§ure Oder N-Acetyl-9-acetamido-9-deoxy-neuramins8ure. 

3. Verfahren zur Herstellung einer Cytidin-5'-monophospho-(CMP)-sialinsaure gemass Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Sialinsaure ausgewahit wird aus der Gruppe Neu4,5Ac2, Neu5,9Ac 2 , 

20 Neu5Gc t Neu9Ac5Gc, N-Acetyl-9-acetamido-9-deoxyneuraminsaure, N-Acetyl-9-azido-9-deoxy-neura- 

minsaure, 5-Azidoneuraminsaure und NeuSAc. 

4. Verfahren zur Herstellung von CMP-Neu5Ac gemass Anspruch 3. 

5. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Sialinsaure im Reaktionsgemisch aus 
25 geeigneten Vorstufen in situ hergestellt wird. 

6. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass Cytidin-5'-triphosphat (CTP) im Reaktions- 
gemisch aus geeigneten Vorstufen in situ hergestellt wird 

30 7. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass ein Zellextrakt eines naturlich vorkommen- 
den Mikroorganismus ausgewahit aus der Gruppe Escherichia coli Serotyp K1, einer Spezies von 
Streptococcus Serotyp B oder C, Neisseria meningitidis , Pasteurella haemolytica Pasteurella multacida , 
Moraxella nonliquefaciens , Citrobacter freundii , einer Salmonella- Spezies, z.B. S. dahlem , ^ djakarta 
oder S^ trouca , Actinomyces viscosus oder Corynebacterium parvumv erwendet wird. 

35 

8. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass ein Zellextrakt eines E.coli- Stammes des 
Serotyps K1 verwendet wird. 

9. Verfahren gemass Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass ein Zellextrakt von E.coli K-235 (ATCC 
40 1 3027) verwendet wird. 

10. Verfahren gemSss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass ein Zellextrakt von E.coli K-235/CS1 (DSM 
7114) verwendet wird. 

11. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellextrakt dadurch gewonnen wird, 
45 dass die den Mikroorganismus mit Aktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase enthaltene Kulturbruhe zentri- 

fugiert wird, die Zellen in an sich bekannter Weise aufgeschlossen werden und der Ueberstand der 
Zentrifugation des Zellhomogenats in das Verfahren eingesetzt wird. 

12. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellextrakt dadurch gewonnen wird, 
50 dass die den Mikroorganismus mit Aktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase enthaltene Kulturbruhe zentri- 

fugiert wird, die Zellen in an sich bekannter Weise aufgeschlossen werden und die Zelltrummer mittels 
eines wassrigen Zweiphasensystems abgetrennt werden. 

13. Verfahren gemass einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass man den Zellextrakt 
55 einem Reinigungsschritt ausgewahit aus Fallung mit Poiyathylenglykol, Anionenaustauscherchromato- 

graphie, hydrophobe Interaktionschromatographie, Gelfiltration, Affinitatschromatographie, Chromato- 
graphie an Hydroxylapatit und Chromatofokussierung unterwirft. 



23 



Patent # EP 524J43AU^ 



EP 0 524 143 A1 

14. Verfahren gemass Anspruch 1 3, dadurch gekennzeichnet, dass man den Zellextrakt mittels hydrophober 
Interakions-Chromatographie reinigt. 

15. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellextrakt dadurch gewonnen wird, 
dass die den Mikroorganismus mit Aktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase enthaltene Kulturbruhe zentri- 
fugiert wird, die Zellen in an sich bekannter Weise aufgeschlossen werden, die Zelltrummer mittels eines 
wassrigen Zweiphasensystems abgetrennt werden und der Ueberstand mittels hydrophober Interaktions- 
Chromatographie gereinigt wird. 

16. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktion im Batch- Verfahren durch- 
gefuhrt wird. 

17. Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktion kontinuierlich im Enzymmem- 
branreaktor durchgefuhrt wird. 

18. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung in homogener wSssriger 
Losung bei 20-35°C in Gegenwart von etwa 10-50 mM Mg 2 * Oder in Gegenwart von etwa 5-30 mM 
Mn 2 * durchgefuhrt wird, wobei der pH- Wert der Reaktionsmischung bei Anwesenheitvon Mg^-lonen etwa 
8-11 und bei Anwesenheitvon Mn^-lonen etwa 6-8 betragt. 

20 19. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Umsetzung der Sialinsaure mit CTP 
in Gegenwart eines einem Reinigungsschritt unterworfenen Zellextraktes eines Mikroorganismus mit Ak- 
tivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase erfolgt, wobei der Reinigungsschritt in einer ProteinfSllung mit Poly- 
athylenglykol besteht. 

25 20. Verfahren zur Herstellung von CMP-Neu5Ac gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung von Neu5Ac mit CTP kontinuierlich in einem Enzymmembranreaktor, welcher den gegebe- 
nenfalls einem Reinigungsschritt unterworfenen Zellextrakt eines naturlich vorkommenden Mikroorganis- 
mus mit Aktivitat an CMP-Neu5Ac-Synthetase enthSIt, in den die Edukte Neu5Ac und CTP eingespeist 
werden und aus dessen Auslauf CMP-Neu5Ac isoliert wird, durchgefuhrt wird. 



10 



15 



30 



21 . Verfahren zur Herstellung von CMP-Neu5Ac gemass Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei dem Mikroorganismus mit CMP-Neu5Ac-Synthetase-Aktivit§t urn E.coli K-235 (ATCC13027) handelt. 



22. Verfahren zur Herstellung von CM P-Neu5Ac gemass Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
35 bei dem Mikroorganismus mit CMP-Neu5Ac-Synthetase-Aktivitat urn E.coli K-235/CS1 (DSM 7114) han- 
delt. 

23. Der Stamm E.coli K-235/CS1 (DSM 7114). 

40 
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